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TIIVISTELMÄ
Tämä työ käsittelee HUSLAB Kirurgisen sairaalan laboratoriossa suoritettuja menetelmävalidointeja
neutrofiilin gelatinaasiin assosioituneelle lipokaliinille eli NGAL-proteiinille. Se on tehokas
uudentyyppinen akuutin munuaisvaurion biomerkkiaine, jonka pitoisuus nousee sekä veressä että
virtsassa jopa kahden tunnin jälkeen vauriosta. Kirurgisen sairaalan laboratorio otti NGAL-proteiinin
määritykset verestä (P-NGAL) ja virtsasta (U-NGAL) tutkimusvalikoimiinsa syksyllä 2009. Biositen
Triage NGAL-testi määrittää proteiinia veriplasmasta immunofluoresenssiin perustuvalla menetelmällä
ja Abbotin ARCHITECT i2000SR -analysaattori määrittää NGALia virtsasta
immunokemiluminesenssimenetelmää hyödyntäen. Työssä esitellään tehdyt menetelmävalidoinnit ja
niistä saadut tulokset.
Menetelmävalidointi suoritettiin HUSLABin ohjeistuksen mukaan, mutta sen toteuttamiseen ja
luotettavuuteen sekä saatujen tulosten tulkintaan toivat haastetta hyväksyttyjen referenssien, sekä
materiaalien että menetelmien, puute validointien aikaan. NGALia ei myöskään silloin mitattu rutiinisti
missään muualla Suomessa, jolloin vertailua ei pystytty suorittamaan myöskään siten. Validoinnissa
käytettiin tutkimuskäyttöön kerättyjä ja pakastettuja, jo ELISA-menetelmällä NGAL-määritettyjä,
seerumi- ja virtsanäytteitä. Käyttämällä samoja näytteitä, oletettiin tulostasoja pystyttävän vertailemaan
uusien menetelmien kanssa.
Validoinnit osoittivat molempien menetelmien suorituskykyominaisuuksien olevan laitevalmistajien
määrittämällä tasolla. Muita saatuja tuloksia vertailtiin samankaltaisten tutkimusten kanssa. Vertailu
ELISA-menetelmään osoitti tulostasojen korrelaation olevan huonompi kuin odotettiin (Triage:
R²=0,90; ARCHITECT: R²=0,76). Tähän syynä saattoi olla käytetty näytemateriaali ja siitä
kummunneet virhetekijät, joita ei pystytty osoittamaan. Tulostasojen vertailusta saadut tulokset
ilmoitettiin, mutta niihin suhtauduttiin ainoastaan suuntaa antavina.
Menetelmävalidoinneissa määritetyt suorituskykyominaisuuksia mittaavat parametrit tuottivat niin
hyviä tuloksia, että NGAL-määritykset voitiin hyväksyä käyttöön. Kunhan NGAL-proteiinin
määrittäminen yleistyy, voidaan esimerkiksi laboratorioiden välisillä mittauksilla testata menetelmiä
enemmän ja lisätä niiden luotettavuutta.
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ABSTRACT
Neutrophil gelatinace-associated lipocalin (NGAL) is a novel biomarker used for detection and
evaluation of acute kidney injury (AKI). NGAL can be detected as soon as two hours after the injury
has occurred, which makes the protein superior compared to previous methods used for detecting AKI.
The  Surgical  Hospital  Laboratory  in  The  Hospital  District  of  Helsinki  and  Uusimaa  (HUSLAB)  has
introduced the measuring of plasma (P-) and urine (U-) NGAL to their selection of analyses. Detection
methods, fluorescence immunoassay (by Biosite) and chemiluminescent immunoassay (by Abbot),
were validated according to standards in fall 2009 before they were utilized. The objective of this study
is to present the method validations and the results that were obtained.
The validation was carried out by using the HUSLAB standards for method validation. Reliability
issues, execution of the validation and the interpretation of the results were challenging since there were
no established reference methods or materials at the time. Even a comparison between two laboratories
could not be performed since there was no other laboratory in Finland that measured NGAL. Stored
serum and urine samples, accompanied with already measured NGAL concentration results by ELISA
method from a previous research, were given to usage. Samples and their results were expected to serve
as an unofficial reference to which the new results were compared.
The performance characteristics for both methods turned out to be as good as the manufacturers had
reported. Some results were compared to other similar studies where the suitability of the methods had
been estimated. Correlation between ELISA with both methods did not give as good results as had been
expected (Triage: R²=0,90; ARCHITECT: R²=0,76). The reason for this could have been the samples
that were used. They involved a source of error that could not be proved, thus these results were
considered to be only suggestive.
Even though the results were not unambiguous they were considered reliable enough to take both
methods to usage. When the measuring of NGAL becomes more common in various laboratories, it is
possible to conduct more studies and increase the reliability of the methods.
Keywords
Neutrophil Gelatinace-associated Lipocalin, NGAL, method validation, fluorescence immunoassay,
chemiluminescent immunoassay
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11 JOHDANTO
HUSLAB Kirurgisen sairaalan laboratoriossa otettiin syksyn 2009 aikana käyttöön
neutrofiilin gelatinaasiin assosioituneen lipokaliinin (Neutrophil gelatinace-associated
lipocalin) eli NGAL-proteiinin määritys. Jatkossa tekstissä neutrofiilin gelatinaasiin
assosioituneesta lipokaliinista käytetään lyhenteitä ”NGAL” tai ”NGAL-proteiini”.
NGALin on todettu olevan uusi tehokas munuaisvaurioindikaattori (Devarajan 2009).
Se on tehokas sekä vaurion arvion että kliinisen ennusteen tekemisessä verraten nykyi-
sin käytössä oleviin testeihin (Devarajan 2009; Soni ym. 2009: 141).
Kirurgisen sairaalan laboratorio otti kyseisen proteiinin määrityksen tutkimusvalikoi-
maansa ensimmäisten laboratorioiden joukossa maailmassa. Käyttöön haluttiin sekä
plasmasta että virtsasta tehtävät NGAL-määritykset ja näin päädyttiin valitsemaan tällä
hetkellä ainoat kaupalliset, päivittäiseen laboratorioanalytiikkaan sopivat menetelmät.
Biositen Triage-vieritestilaite (jatkossa ”Triage-laite”) määrittää NGAL-proteiinia im-
munofluoresenssiin perustuvalla menetelmällä ja Abbotin ARCHITECT i2000SR -
analysaattori (jatkossa ”ARCHITECT-analysaattori”) käyttää määrityksessään immu-
nokemiluminometristä menetelmää. Vaikka vieritestilaitteen käyttö analyysilaboratori-
ossa ei ole tavallista, hankinta kuitenkin tehtiin Triagen ollessa ainoa plasmasta NGAL-
määritystä tekevä laite.
Hyvien laboratoriokäytäntöjen ja laatuvaatimusten mukaisesti laboratorioissa on suori-
tettava validointi silloin, kun käyttöön otetaan uusi laite, määritys tai määritysmenetel-
mä. Näin ollen validointi suoritettiin Triage-vieritestilaitteen sekä ARCHITECT-
analysaattorin käyttämille NGAL-määritysmenetelmille. Validoinnilla arvioidaan lait-
teen määrityksistä antamien tulostasojen oikeellisuus ja varmistetaan, että menetelmä
täyttää laboratorion analytiikalle asetetut laatuvaatimukset ennen käyttöönottoa.
Tämä opinnäytetyö käsittelee Kirurgisen sairaalan laboratoriossa suoritettuja menetel-
mävalidointeja NGAL-proteiinille, jossa olin mukana
ARCHITECT NGAL -määrityksen osalta. Validoinnit suoritettiin HUSLABin toimin-
takäsikirjan ohjeistuksen mukaan. Menetelmien validointi tuloksineen oli kuitenkin
haasteellinen, sillä NGAL-proteiini on uusi analyytti eikä esimerkiksi yksimielisesti
hyväksyttyä standardointiin sopivaa referenssimenetelmää tai referenssimateriaalia ole
toistaiseksi saatavilla, eikä liiemmin jo rutiinikäytössä olevia menetelmiä, johon uusia
menetelmiä olisi voitu verrata. Työssä esitellään tehdyt menetelmävalidoinnit ja niistä
saadut tulokset. Tekstissä käsitellään lyhyesti myös NGAL-proteiinia, sen historiaa ja
esiintymistä ihmiskehossa sekä proteiinin diagnostista merkitystä.
Alkuperäinen työsuunnitelma kattoi vain ARCHITECT-analysaattorin menetelmävali-
doinnin, mutta aihetta kasvatettiin myöhemmin koskemaan molempia validoitavia mää-
ritysmenetelmiä, jotta työlle tulisi lisää laajuutta. NGALin ollessa uusi ja ilmeisen mer-
kittävä diagnostinen biomerkkiaine, koin aiheen mielenkiintoiseksi ja ajankohtaiseksi.
Menetelmävalidointi on universaali suoritus ja osa laboratoriotyöskentelyä kaikkialla
maailmassa, joten siihen perehtyminen opinnäytetyön keinoin on mielestäni erittäin
hyödyllistä ja vahvistaa entisestään ammatillista perusosaamista.
2 NEUTROFIILIN GELATINAASIIN ASSOSIOITUNUT LIPOKALIINI
NGAL on 25-kD:n kokoinen proteiini ja se kuuluu lipokaliinien suurperheeseen. Prote-
iini tunnetaan myös nimellä lipokaliini-2 ja siderokaliini (Borregaard – Johnsen –
Kjeldsen – Sengelov 1993: 10425; Bolignano ym. 2010: 10; Goetz ym. 2002: 1041).
Lipokaliinit ovat yleensä pieniä erittyviä proteiineja, jotka toimivat pääosin erilaisissa
kuljetustehtävissä. Tunnusomaisiksi ja niitä jaotteleviksi piirteiksi on määritelty lipoka-
liinin kyky sitoa pieniä hydrofobisia molekyylejä ja sitouta solureseptoreihin sekä muo-
dostaa komplekseja makromolekyylien kanssa. Vaikka lipokaliinit ovat toisistaan poik-
keavia toimintansa perusteella, niille kaikille on ominainen kahdeksan beeta-säikeen
muodostama, beeta-sylinteriksi kutsuttu rakenne. Sen sisään muodostuu pikarinomainen
onkalo, jonne sitomalla lipokaliini pystyy kuljettamaan molekyylejä. (Flower 1996: 1;
Schmidt-Ott ym. 2007: 407.) Muista lipokaliineista poiketen, NGALin pikarirakenne on
suurempi ja avonaisempi. Lisäksi sen seinämät ovat polaariset ja pikari on positiivisesti
varautunut (Goetz ym. 2000: 1937, 1939–1940).
NGAL löydettiin ja nimettiin 1990-luvun alussa neutrofiilin gelatinaasiin liittyvien tut-
kimusten yhteydessä, jossa NGAL-proteiinin todettiin olevan kovalenttisesti sidoksissa
neutrofiilin gelatinaasipartikkeliin. Se pystyttiin luokittelemaan lipokaliinien ryhmään
rakenteen ja muiden ominaisuuksiensa puolesta, vaikka vielä silloin ei pystytty tarken-
tamaan sen merkitystä. (Borregaard ym. 1993: 10425, 10431–10432.) Samassa tutki-
muksessa NGALin todettiin olevan genomiltaan lähes vastaava kuin hiirien
24p3-proteiini. Hiiriä onkin hyödynnetty mm. koe-eläiminä proteiinin myöhemmissä
tutkimuksissa. (Borregaard ym. 1993: 10431; Mishra ym. 2003: 2353.)
NGAL toimii elimistössä raudan kuljettajana (Yang ym. 2002: 1051). Sillä on kyky
sitoa rautaa, mutta myös bakteerien tyypillisesti erittämiä sideroforeja. Sideroforeja si-
tomalla NGAL pystyy estämään bakteerien kasvua ja toimii elimistön luontaisena puo-
lustuksena bakteeritulehduksille. (Goetz ym. 2002: 1041.) NGALia löytyykin ulkopuo-
lisille mikrobeille alttiista kudoksista kuten vatsasta, henkitorvesta ja keuhkoista ja sen
pitoisuuden veressä on todettu nousevan bakteeritulehduksen aikaan. Proteiini on pai-
kannettu myös useista muista elimistön eri kudoksista ja rauhasista kuten selkäytimestä,
kohdusta, umpisuolesta, sylkirauhasista, pernasta, maksasta ja munuaista.
(Cowland – Borregaard 1997: 21–22; Schmidt-Ott 2007: 411.)
NGALin rooli on monimuotoinen eikä rajoitu ainoastaan bakteeripuolustukseen. Olet-
tamus on, että bakteeritulehduksen poissa ollessa NGALin pikarissa on sitoutuneena
mahdollisesti elimistön oma siderofori, johon kiinnittyneenä rautaa pystytään kuljetta-
maan (Schmidt-Ott ym. 2007: 407). Raudan ollessa kiinnittyneenä ja kuljetettavana
voidaan puhua ns. holo-NGAL-muodosta ja apo-NGAL-muodosta silloin, kun NGAL
esiintyy ”yksin” ilman rautaa (Schmidt-Ott ym. 2007: 410). NGAL toimii ja vaikuttaa
eri tavoin, riippuen siinä kiinni olevan kompleksin muodosta. Onkin todettu, että
NGALiin sitoutunut kompleksi vaikuttaa ensisijaisesti sen aktiivisena tekijänä eikä itse
kantajaproteiini eli NGAL (Mori ym. 2005: 617). Vuorovaikutus solujen kanssa tapah-
tuu sille spesifisten solureseptoreiden kautta. Endosytoosilla solun sisään menevä ja
eksosytoosilla sieltä poistuva NGAL, joko kuljettaa rautaa soluun tai sieltä pois ja näin
saa aikaan erilaisia soluvasteita. (Soni ym. 2009: 141–142; Schmidt-Ott 2007: 410.)
NGAL-proteiinin on todettu olevan solujen erikoistumista ja kasvua sekä rautaan rea-
goivien geenien ekspressiota stimuloiva tekijä (Yang ym. 2002: 1046, 1050;
Gwira ym. 2005: 447). NGALin on huomattu esiintyvän elimistön erilaisissa vaurioti-
lanteissa ja tällöin sen määrän nousevan huomattavasti, myös silloin kun bakteerituleh-
dus on poissuljettu. Yhteys näihin näyttää liittyvän kuitenkin NGALin solujen ja kudos-
ten selviytymistä edistäviin ja kudosta suojaaviin sekä korjaaviin ominaisuuksiin. (Mori
ym. 2005: 611; Tong ym. 2005: 477; Mishra ym. 2004: 3080; Schimdt-Ott 2007: 411;
Soni ym. 2009: 143.)
NGALin synteesi ja sen esiintyminen eri kudoksissa eri tilanteissa on synnyttänyt monia
tutkimuksia ja ymmärrys siitä kasvaa jatkuvasti. Suurinta kiinnostusta on herättänyt
NGALin yhteys munuaisiin ja sen esiintyminen munuaisvaurioiden yhteydessä. Teho-
kasta ja nopeaa munuaisvauriota ilmentävää biomerkkiainetta on kaivattu pitkään. Ny-
kyisin käytössä olevat menetelmät antavat tuloksia vasta päivien kuluttua, jolloin vaurio
on saattanut edetä jo pitkälle tai avun ulottumattomiin. (Soni ym. 2009: 141;
Devarajan 2009.)
NGAL-proteiinin konsentraatio nousee sekä veressä että virtsassa moninkertaiseksi
akuutin munuaisvaurion yhteydessä, riippumatta vauriomekanismista. Akuutti munu-
aisvaurio on yleinen komplikaatio sydänleikkauksen, varjoainetutkimuksen tai munu-
aissiirron yhteydessä. (Devarajan 2009.) NGAL syntetisoituu munuaisessa pääasiassa
Henlen lingossa ja kokoojaputkissa, joista se erittyy, vielä tuntemattomasta syystä, virt-
saan vaurion yhteydessä. Usein vauriokohta ei ole kumpikaan edelle mainituista vaan
proksimaalinen tubulus, johon NGALin oletetaan tulevan elimistön muista synteesipai-
koista verenkierron mukana. (Schmidt-Ott ym. 2007: 412.) Selvä nousu pitoisuuksissa
on havaittavissa jo kahden tunnin kuluttua vaurion jälkeen (Dent ym. 2007; Bennet ym.
2008: 668; Devarajan 2009).
Tutkimuksista saatu tieto osoittaa NGALin olevan erinomainen akuutin munuaisvaurion
biomerkkiaine sen ominaisuuksiensa takia. NGAL on vauriolle selkeästi spesifinen ja
vaikka muut elimistön tilat saattavat vaikuttaa pitoisuuksia nostavasti, niillä ei ole kui-
tenkaan todettu olevan suurta merkitystä. (Conferense report 2009: 5; Mori ym. 2005:
611.) Noussut pitoisuus on havaittavissa nopeasti, jo siinä vaiheessa kun suuremmat
vauriot on vielä estettävissä asianmukaisella hoidolla. Tämän lisäksi on todettu, että
pitoisuus antaa vaurion olemassaolon lisäksi tietoa sen laajuudesta, vakavuudesta ja
kliinisestä ennusteesta, jolloin esimerkiksi hoito voidaan suunnitella tehokkaasti.
(Conference report 2009: 5; Devarajan 2009.) Uusimmat tutkimukset ovat antaneet vii-
tettä, että NGAL pystyy ennustamaan myös kroonisen munuaissairauden etenemistä ja
antamaan kuvan taudin vakavuudesta. (Bogliano ym. 2009: 344).
3 NEUTROFIILIN GELATINAASIIN ASSOSIOITUNEEN LIPOKALIININ
MÄÄRITYSMENETELMÄT
NGAL-proteiinin määrittämiseksi on vasta hiljattain luotu menetelmäsovelluksia, joita
voi käyttää päivittäisessä laboratorioanalytiikassa. Aiemmin NGALin tutkimuksissa ja
erilaisten tutkimusten yhteydessä tehdyissä proteiinin määrityksissä on käytetty
ELISA-menetelmää (enzyme-linked immunosorbent assay), josta kehitettiin NGAL-
määrityksiin oma versio vuonna 1994 (Kjeldsen – Bainton – Sengelov – Borregaard
1994: 799). Sitä on käytetty uusien kehitettyjen sovellusten toimivuuden todentamiseen
(Dent ym. 2007: 2; Bennet ym. 2008; 666).
Neutrofiilin gelatinaasiin assosioituneen lipokaliinin määrittämiseksi kehitetyissä uusis-
sa menetelmissä on hyödynnetty sekä hyvin tarkkoja että herkkiä immunologisia meto-
deja, jotka perustuvat antigeenien ja niille spesifisten vasta-aineiden sitoutumisreaktioon
(Ward – Lehmann – Leiken 1994: 304; Halonen 2004b: 90). Immunofluoresenssiin sekä
immunokemiluminesenssiin perustuvat menetelmät käyttävät analyytin määrittämisessä
valoa tuottavien merkkiaineiden mittaamista (McPherson – Pincus 2007: 793–794).
Valoemissio eli luminesenssi on valon tai säteilyenergian vapautumista, kun molekyylin
elektroni siirtyy viritetystä korkeammasta energiatilasta matalampaan. Riippuen siitä,
mitä elektroneja virittävää menetelmää on käytetty, luminesenssi voidaan nimetä fluore-
senssiksi, kemiluminesenssiksi tai fosforenssiksi. (Jokela 1998a: 54.)
3.1 Immunofluoresenssimenetelmä
Kun merkkiaineena eli leimana käytetään fluoroforeja, puhutaan fluoresoivista immu-
noanalyyseista (FIA) tai immunofluoresenssista. Fluoroforeilla aikaansaadaan lyhytkes-
toista valoemissiota, fluoresenssia, elektromagneettisen virityksen avulla. (Behlke –
Huang – Bogh – Rose – Devor 2005: 1; Ward – Lehmann – Leiken 1994: 292.) Biosite
on kehittänyt immunologisen menetelmäsovelluksen, joka hyödyntää analyyttien määri-
tyksissä fluoresoivaa leimausta. Triage MeterPro® -mittauslaite ja
Triage NGAL® -testipaneelit yhdessä mahdollistavat vieritestaukseen sopivan kvantita-
tiivisen immunoanalyysin, jonka periaatteita ja määrityksen vaiheita seuraten kuvataan
immunofluoresenssinen menetelmä seuraavassa.
Testipaneelin toiminta tapahtuu immunokromatografian periaatteiden mukaisesti. Sa-
manaikaisesti, määrityksen edetessä, tapahtuu antigeeni-vasta-ainesitoutuminen sekä
vapaan ja sitoutuneen yhdisteen erottaminen fysikaalisesti kromatografialla. (Halonen
2004b: 100; McPhearson – Pincus 2007: 815.) Testipaneeli sisältää tarvittavat reagens-
sit ja siinä tapahtuvat kaikki mittausta edeltävät tärkeät reaktiot. Testipaneeli on muovi-
rakenteinen kasetti, jonka läpi näyte virtaa huokoisessa materiaalissa kapillaari-ilmiön
vaikutuksesta. Kasetissa on eroteltavissa erillisiä – mittauksen onnistumisen kannalta –
tärkeitä alueita (Ks. kuvio 1). (Biosite 2009: 2; Biosite d; McPherson – Pincus 2007:
813.)
KUVIO 1. Testipaneeli ja sen alueet (Mukaillen Biosite d).
Analysoitava näyte pipetoidaan näytteensyöttöalueelle. Näyte virtaa suodattimen läpi,
jonka avulla veren solut saadaan määritykseen käytettävästä plasmasta erilleen. Sisään-
rakennettu suodatusmekanismi nopeuttaa näytteen analysointia, sillä ylimääräistä sentri-
fugaatiota ei tarvitse suorittaa. Plasma virtaa reaktiokammioon, jossa pientä määrä näy-
tettä inkuboidaan kammiossa olevien reagenssien, myös fluoresenssileimattujen vasta-
aineiden kanssa. Vasta-aineet ja sen antigeenit eli itse näytteen sisältämä analyytti muo-
dostavat immunokomplekseja. Tarpeeksi pitkän inkubaatioajan takaa hydrofobinen sei-
nämä, ”aikaportti”, joka on kehitetty aukeavaksi sitten kun inkubaatioaika on ohi. Vasta
tämän jälkeen reaktioseos immunokomplekseineen pääsee virtaamaan testipaneelilla
eteenpäin detektioalueelle. (Biosite 2009: 2; Biosite c.)
Detektioalueen kiinteä immobilisoitu antigeenifaasi sitoo ainoastaan vapaita fluo-
resoivia vasta-ainekonjugaatteja. Näytteen antigeenien sitomat konjugaatit eivät jää de-
tektioalueelle mitattavaksi, vaan huuhtoutuvat lopun reaktioseoksen kanssa jätekammi-
oon. Mitä enemmän näytteessä on analyyttiä sitä vähemmän jää jäljelle vapaita konju-
gaatteja, jotka pystyisivät kiinnittymään detektioalueelle eli saatu tulos on kääntäen ver-
rannollinen. (Biosite 2009: 2; Biosite c; McPherson – Pincus 2007: 795.)
Kun testipaneelin reaktiot ovat päättyneet, detektioalueen sitoutuneita leimattuja vasta-
ainekonjugaatteja käsitellään, jotta fluoresenssi saadaan aikaan ja mittaus voidaan suo-
rittaa. Detektioalueelle kohdistetaan fluorometrilaitteella voimakasta, reaktiolle opti-
maalisen aallonpituuden, laservaloa. Fluoresoivat molekyylit absorboivat niihin kohdis-
tetun valon ja elektronit siirtyvät virittyneeseen tilaan, jolloin molekyylistä tulee epästa-
biili. Viritys purkautuu nopeasti kahdessa vaiheessa, joista ensimmäisessä molekyyli
putoaa matalammalle, mutta edelleen virittyneelle energiatasolle. Lopullinen siirtymä
stabiiliin perusenergiatilaan vapauttaa absorboidun energian, joka havaitaan fluoresens-
sivalona. (McPherson – Pincus 2007: 795; Behlke – Huang – Bogh – Rose – Devor
2005: 1; Ward – Lehmann – Leiken 1994: 292; Halonen 2004a: 74–75; Jokela 1998a:
54.)
Emittoituneen valon aallonpituus on aina suurempaa eli pienienergisempää kuin absor-
boidun valon, mikä tunnetaan Stokesin siirtymänä. Näin pystytään helpommin erotta-
maan virityksestä ja purkauksesta syntyneet signaalit. (Behlke – Huang – Bogh – Rose
– Devor 2005: 1; Halonen 2004a: 74.) Syntynyt signaali on kääntäen verrannolinen
näytteen sisältämän analyytin määrään. Fluorometrilaite laskee reaktiossa syntyneen
valon. Sisäisen vakion avulla laite laskee ja ilmoittaa tuloksen analyytin todellisena
konsentraationa. (Biosite 2009: 2.)
Biositen vuonna 2009 markkinoille lanseeraamaa Triage NGAL -testiä on tutkittu ko-
keellisesti Dentin ym. tekemässä tutkimuksessa vuonna 2007. Tutkimus
Triage NGAL-testistä osoitti kehitetyn immunofluoresenssimäärityksen olevan nopea ja
luotettava menetelmä proteiinin analysoimiseen. Laitteen toimivuus todennettiin
ELISA-menetelmällä, kun laitteiden tulokset korreloivat erinomaisesti (r=0.94) Tutki-
muksessa mitattiin sydänleikkauksessa olleiden lapsipotilaiden veren NGAL-
pitoisuuksia, jonka tarkoituksena oli havaita leikkauksessa usein komplikaationa ilme-
nevää akuuttia munuaisvauriota (AKI). Tutkimuksessa todettiin myös NGAL-proteiinin
itsessään olevan nopeasti havaittavissa oleva munuaisvaurion biomerkkiaine, jonka
määrittämiseen Triagen NGAL-vieritesti soveltuu hyvin (Dent ym. 2007)
3.2 Immunokemilumiesenssimenetelmä
Kemiluminometriset immunomääritykset perustuvat kemiluminoivan leiman käyttöön.
Kemiluminoivat partikkelit voivat olla joko synteettisiä tai luonnosta saatuja molekyyle-
jä, jotka kemikaaleille altistuttuaan tuottavat mitattavaa emissiovaloa. (McPherson –
Pincus 2007: 795.) Valoreaktio aikaansaadaan kemiallisesti generoimalla
korkeaenerginen epävakaa tuote, joka perusenergiatilaan palatessaan muodostaa
lyhytkestoisen valon välähdyksen. Tavallisin kemiluminesenssimäärityksissä käytetty
menetelmä valon aikaansaamiseksi on hapetus-pelkistysreaktion aiheuttaminen. (Ward
– Lehmann – Leiken 1994: 278; McPherson – Pincus 2007: 795, 810; Halonen 2004a:
76.) Abbotin ARCHITECT i2000SR® -analysaattori käyttää määrityksissään
immunokemiluminometrista sovellusta (CMIA, chemiluminesent microparticle
immunoassay), jonka toimintaperiaatteita hyväksikäyttäen kuvataan tällaisen
määrityksen vaiheet seuraavassa.
ARCHITECT NGAL-immunomääritys perustuu kahden vasta-aineen käyttöön eli kak-
soisvasta-aine menetelmään. Määritys on heterogeeninen ja se käyttää erotteluvaiheessa
hyväkseen paramagneettisia mikropartikkeleja ja magneettikenttää. (Ward – Lehmann –
Leiken 1994: 279; ARCHITECT i System 2009a: 2; Jokela 1998b:84.) Kemiluminoiva-
na merkkiaineena on akridiniiniesteri, jota on konjugoitu vasta-aineiden pintaan. Akri-
diiniesterit ovat kolmirenkaisia orgaanisia molekyylejä, joissa on esterisidos irtoavaan
ryhmään (Ks. kuvio 2) (Ward – Lehmann – Leiken 1994: 293). Akridiinia käytettäessä
kemiluminometrisen määrityksen sensitiivisyys on parempi, muihin käytettyihin kemi-
luminoiviin leimoihin verrattuna, sillä se ei tarvitse reaktiossaan mittaukseen häiritsevää
taustaa aiheuttavia katalyytteja (McPherson – Pincus 2007: 810; ARCHITECT i System
2009a: 2).
Määrityksen ensimmäisessä vaiheessa mo-
noklonaalisella vasta-aineella päällystetyt
mikropartikkelit ja näytteen sisältämä ana-
lyytti sitoutuvat inkubaation aikana, muodos-
taen immunokompleksin (Abbot ARCHI-
TECT 2007: 25; ARCHITECT i System
2009a: 2). Jotta sitoutunut ja sitoutumaton
analyytti saadaan eroteltua, suoritetaan kiin-
teäfaasierottelu magneettikenttää ja mikro-
partikkelien ominaisuuksia hyväksikäyttäen.
Vasta-ainepäällystetyt mikropartikkelit ovat
paramagneettisia ja ne hakeutuvat magneetin
läsnä ollessa siihen kiinni. Immunokomplek-
sit saadaan ”kiinnitettyä” reaktiokyvetin sei-
nämään tuomalla magneetti reaktiokyvetin läheisyyteen ja pesu voidaan suorittaa.
(Ward – Lehmann – Leiken 1994: 280; Abbot ARCHITECT 2007: 25.)
Toisessa vaiheessa reaktioseokseen lisätään akridiniinileimatut vasta-ainekonjugaatit.
Inkuboinnin aikana konjugaatit sitoutuvat analyyttiin ja jo olemassa olevaan immuno-
kompleksiin, jolloin syntyy niin sanottu sandwich, kaksoisvasta-aineimmunokompleksi.
Sitoutumaton merkkiaine pestään pois kiinnittämällä mikropartikkelit jälleen magneet-
tikentän avulla kyvetin seinämään. (Halonen 2004b: 92; Abbot ARCHITECT 2007: 26.)
Kun immunokompleksit on saatu rakennettua, kiinni olevaa akridiinileimaa lähdetään
käsittelemään edelleen kohti valoreaktion synnyttämistä. Näyteseokseen lisätään hapan-
ta reagenssia, vetyperoksidia (H2O2), joka denaturoi proteiineja. Ne kiinnitetään mag-
neetilla kyvetin seinämään pois valonmuodostuksen tieltä. Lisäksi hapan reagenssi estää
liian aikaisen valoemission ja immunokompleksien yhteenliimautumisen. (Abbot AR-
CHITECT 2007: 27.)
Seoksen pH muutetaan nopeasti emäksiseksi natriumhydroksidilla, jolloin akridiini lä-
pikäy oksidatiivisen reaktion vetyperoksidin läsnä ollessa. Akridiinin esterisidos rikkou-
tuu, jolloin jäljelle jää erittäin virittynyt N-metyyliakridoni ja irtoava ryhmä. (Ward –
Lehmann – Leiken 1994: 293; Halonen 2004b: 98; Abbot ARCHITECT 2007: 27.) Kun
N-metyyliakridoni palaa perusenergiatilaansa se muodostaa valokvantin. Valoemissio
KUVIO 2. Akridiiniesteri (Mukaillen
Mc.Pherson – Pincus 2007: 810.)
on nopea ja tapahtuu 5-10 sekunnin jälkeen oksidaation alkamisesta. (McPherson –
Pincus 2007: 795, 810.)
Emisio mitataan valomonistinputkella ja tulos ilmoitetaan suhteellisena valoyksikkönä,
RLU-arvona (Relative Light Unit). Syntyneen valon määrä on suoraan verrannollinen
analyytin pitoisuuteen näytteessä. (ARCHITECT i System 2009a: 2.)
ARCHITECTin automatisoidun immunokemiluminometriaan perustuvan NGAL-
määrityksen soveltuvuutta käyttötarkoitukseensa on analysoitu Bennetin ym. tekemässä
tutkimuksessa vuonna 2008. Menetelmän toimivuus verifioitiin ELISAlla saatujen rin-
nakkaistulosten perusteella, jossa mitattiin sydänleikkauspotilaiden NGAL-pitoisuuden
määrää virtsasta munuaisfunktion seuraamiseksi ja munuaisvaurion määrittämiseksi.
Laitetutkimuksessa potilasnäytteiden lisäksi analysoitiin eritasoisia kalibraattoreita rin-
nan ja huomattiin, että ARCHITECT-analysaattorin sekä ELISAn tulokset korreloivat
erinomaisesti  (r=0.99).  Virtsasta  tehtävän  ARCHITECT  NGAL  -määrityksen  todettiin
olevan tarkka ja proteiinin sopivan biomerkkiaineeksi akuutin munuaisvaurion ennus-
tamiseen sydänkirurgisen toimenpiteen jälkeen. (Bennett ym. 2008: 666–667, 669–670.)
Grenierin ym. tekemässä tutkimuksessa arvioitiin markkinoille tulleen ARCHITECT
NGAL -määrityksen suorituskykyä. Lisäksi tutkittiin näytteiden säilytysvaatimuksia
sekä proteiinin biologista vaihtelevuutta subjektiivisesti terveellä otosjoukolla. Sovel-
luksen suorituskykyä arvioitiin määrittämällä sen tarkkuus ja herkkyys, tutkimalla eri
reagenssierien uusiutuvuutta sekä suorittamalla vertailu ELISA-menetelmän kanssa.
Saatujen tulosten vaihtelevuus rinnakkaisnäytteiden, ajopäivien, ajokertojen ja reagens-
sierien  välillä  oli  erittäin  pientä  (CV:t  <  5  %)  ja  menetelmävertailussa  saadut  tulokset
korreloivat näiden menetelmien välillä hyvin (r=0.99). Tutkimuksessa todetaan AR-
CHITECT NGAL -analyysin olevan tarkka ja toistettavissa oleva menetelmä proteiinin
määritykselle. (Grenier ym. 2009: 1, 3-4).
4 MENETELMÄVALIDOINNIN PÄÄPIIRTEET
Menetelmävalidointi on kansainvälisesti tunnustettu laadunvarmistuksen työkalu kor-
keatasoisessa laboratoriossa. Menetelmävalidointi on prosessi, jonka avulla arvioidaan
onko käyttöön otettavan menetelmän suorituskyky sille asetetuissa tavoitteissa sekä
arvioidaan menetelmän soveltuvuutta aiottuun käyttötarkoitukseen. (Eurachem 1998: 3;
Eurachem 1997; 55.) Prosessin laajuus määrittyy ja määritetään usein sen perusteella
kuinka suuri työ sen eteen on tehtävä ja siitä voidaankin puhua laajana, keskilaajana tai
suppeana. Laajuuden määrittämiseen vaikuttaa kuitenkin työmäärän lisäksi esimerkiksi
myös se kuinka uusi tai tunnettu menetelmä on. (HUSLAB toimintakäsikirja 2007: 22;
Thompson ym. 2002: 844.)
Käytännössä menetelmävalidointi tarkoittaa erilaisten ennalta suunniteltujen mittausten
suorittamista tarkastelun alla olevalla menetelmällä. Validointia suunniteltaessa tulisi
huomioida, että testatuksi tulisivat kaikki olettamukset, joihin menetelmän sanotaan
esimerkiksi laitevalmistajan mukaan perustuvan sekä kyseistä menetelmää luonnehtivat
suorituskykyominaisuudet. Mittauksista saatuja objektiivisia tuloksia tutkittaessa ja ar-
vioitaessa voidaan varmistaa, että menetelmä tuottaa oikeita tuloksia ja täyttää sille ase-
tetut laatuvaatimukset. (Linko 2003: 26–27; Thompson – Ellison – Wood 2002: 837,
839; HUSLAB toimintakäsikirja 2007: 22; Eurachem 1997: 55.)
4.1 Vertailumateriaalit ja -menetelmät
Vertailumateriaali (referenssimateriaali) on puhdas ja homogeeninen aine, jossa yhden
tai useamman analyytin pitoisuus on tiedossa niin, että materiaalia voidaan käyttää mit-
talaitteen kalibrointiin tai mittausmenetelmän arviointiin tai aineiden arvojen määrittä-
miseen (Jaarinen – Niiranen 2005: 36; Eurachem 1997: 42). Vertailumateriaalien käyttö
on osa laboratorion laadunvarmistusta ja niitä käytetään myös validointia tehtäessä. Ma-
teriaaleilla on tunnetut pitoisuudet, joita voi käyttää nimensä mukaisesti monenlaiseen
vertailtuun, kun tarkastellaan menetelmän tulosten paikkansa pitävyyttä. (Ehder 2005:
42; Jaarinen – Niiranen 2005: 36.) Vertailumateriaali voi olla varmennettu (certified
rerference material) tai varmentamaton (reference material), riippuen sen puhtaudesta ja
valmistamisprosessin tarkkuudesta (Ehder 2005: 40; Thompson ym. 2002: 847).
Vertailumateriaaleihin liittyy myös termi ”jäljitettävyys”. Vaikka jäljitettävyydellä viita-
taan tulokseen, joka on saatu vertailumateriaalia käyttäen, se tarkoittaa käytännössä sitä
kuinka hyvin ja miten vertailumateriaalin ilmoitettu tulos on jäljittettävissä sen oletet-
tuun todelliseen arvoon. Standardien mukaan jäljitettävyysketjun tulee olla aukoton ja
katkeamaton ja arvon on oltava yhteydessä tunnettuihin mittanormaaleihin kuten SI-
yksikköön. (Eurachem: 1997: 52.)
Vertailumenetelmä (referenssimenetelmä) on mittauksissaan tarkka ja kykenee tuotta-
maan mahdollisimman oikeita tuloksia mitattavasta aineesta, eli menetelmä on sille spe-
sifinen. Tällaiset menetelmät ovat usein käyttöprosessiltaan työläitä ja niitä käytetään-
kin usein tutkimuksissa ja rutiinimenetelmien toimivuuden tarkistamiseen ja vakiointei-
hin. (Jokela 1998c: 46.)
4.2 Parametrit
Menetelmävalidoinnissa tehtävien mittausten lähtökohtana ovat parametrit. Parametri
on tilastollinen tunnusluku, kuten hajonta tai keskiarvo, mikä on saatu tietystä otosjou-
kosta kuvaamaan sen teoreettista jakaumaa. Oletuksena parametreja laskettaessa on se,
että tulokset noudattavat normaalijakaumaa eli Gaussin käyrää. (Jaarinen – Niiranen
2005: 11, 30; Ehder 2005: 25; Tilastokeskus 2010; McPherson – Pincus 2007: 92;
Thompson ym. 2002: 839–340.) Menetelmän toimivuutta tarkastellaan siis tilastomate-
maattisin keinoin.
Validointiparametrit ja muut tehtävät mittaukset ja tarkistukset tulisi valita aina kerta-
kohtaisesti validoitavan sovelluksen tarpeiden mukaan (HUSLAB toimintakäsikirja
2007: 22; Linko 2003: 68, 73; Thompson ym. 2002: 844). Validoinnin olisi hyvä olla
aina mahdollisimman kattava ja tarjota mahdollisimman luotettavia tuloksia menetel-
män toimivuudesta ja siihen vaikuttavista elementeistä, kuitenkin huomioiden käytän-
nöllisyyden, ajankäytön ja kustannusten tuomat rajoitteet (Linko 2003: 68; Thompson
ym. 2002: 843).  Validoinnissa voidaan hyödyntää esimerkiksi menetelmän kehittämi-
sessä tehtyjen mittausten ja määritysten tuloksia ja muita lähteitä, joiden voidaan todeta
olevan luotettavia (Eurachem 1998: 9).
HUSLAB kirjaa ohjeellisesti toimintakäsikirjassaan menetelmävalidoinnin suorittami-
sen kliinisen kemian ja hematologian vastuualueelle, jota kaikki HUSLAB-laboratoriot
noudattavat. Analyyttisen suorituskyvyn parametrit on lueteltu toimintakäsikirjassa,
joita määritetään soveltuvin osin jokaisen validoinnin yhteydessä. (HUSLAB toiminta-
käsikirja 2007: 22.) Eri parametrien määrästä huolimatta tässä työssä käsitellään ja käy-
dään seuraavaksi tarkemmin läpi vain niitä parametreja, jotka olivat sovelletusti mukana
validoinneissa HUSLAB Kirurgisen sairaalan laboratoriossa. Läpikäytävät parametrit
on kuvailtu perustuen niiden tarkoitukseen juuri tässä menetelmävalidoinnissa ja ne
jossain määrit poikkeavat yleisistä määritelmistä.
4.2.1 Toistuvuus ja oikeellisuus
Kvalitatiivisen mittauksen mittauslaadun luotettavuutta arvioidaan kahden eri paramet-
rin avulla. Toistuvuus ja oikeellisuus ilmaisevat mittaukseen vaikuttavien virheiden suu-
ruutta. Toistuvuus kuvaa määrityksen täsmällisyyttä ja oikeellisuus sen tarkkuutta.
(Linko 2003: 27; Eurachem 1997: 43.)
Toistuvuus (repeatability) on mitattavasta suureesta saatujen peräkkäisten mittaustulos-
ten paikkansapitävyys, kun toistoja suoritetaan samoissa olosuhteissa lyhyellä aikavälil-
lä. Toistojen määrä tulee ilmoittaa, jotta voidaan arvioida tulosten tilastollista luotetta-
vuutta. Toistuvuus saadaan suorittamalla rinnakkaisia määrityksiä eri pitoisuuksia
omaavilta näytteiltä (potilasnäyte tai kontrollimateriaali), joiden tulosten vaihtelua eli
hajontaa tutkitaan mittaussarjojen sisällä ja eri mittaussarjojen välillä. Toistettavuuden
määrittämisellä pystytään ilmaisemaan mittaukseen vaikuttavan satunnaisvirheen suu-
ruus, joka vaikuttaa kaikissa mittauksissa satunnaisesti, tulosta pienentäen tai suurenta-
en. (Ehder 2005: 37; Siloaho ym. 1997: 198; Jaarinen – Niiranen 2005: 32.) Sarjan si-
säisen toistuvuuden määrittämiseksi mitataan suositusten mukaan ? 20 näytettä, joiden
tuloksista lasketaan keskihajonta ja variaatiokerroin, joista laskemalla saadaan edelleen
sarjan sisäinen variaatio (Siloaho ym. 1997: 198). Sarjojen välisen toistuvuuden mitta-
ukset tulisi suorittaa pidemmän ajanjakson kuluessa ? 20 näytteellä, joiden tuloksista
lasketaan keskihajonta ja variaatiokerroin (Siloaho ym. 1997: 198).
Oikeellisuutta määritettäessä tutkitaan menetelmän kykyä antaa mittauksistaan todellisia
arvoja. Oikeellisuutta ilmaistaan yleensä poikkeamana (bias) eli tuloksen poikkeavuute-
na sen todellisesta arvosta. Tämä saadaan vertailemalla saatuja tuloksia referenssiin,
joko tunnettuun vertailumateriaaliin tai toiseen tunnetun menetelmään. Näin voidaan
ilmaista mittaukseen vaikuttavan systemaattisen virheen suuruus, joka voi johtua esi-
merkiksi virheellisestä kalibroinnista tai laiteviasta ja se vaikuttaa tulokseen aina samal-
la tavalla. Virhe on korjattavissa, kunhan tiedetään sen aiheuttaja. Parametria voidaan
määrittää myös laboratorioiden välillä tehtävistä vertailumittauksista. (Ehder 2005: 35;
Siloaho ym. 1997: 197; Jaarinen – Niiranen 2005: 34.)
4.2.2 Uusittavuus
Normaalisti uusittavuudesta (reproducibility) puhuttaessa tarkoitetaan samasta näyttees-
tä samalla menetelmällä tehtyjen tulosten korrelaatiota, kun ne suoritetaan muuntuneissa
olosuhteissa, esimerkiksi laboratorioiden välillä. (Eurachem 1997: 44; Ehder 2005: 37).
Tässä työssä uusittavuudella tarkoitetaan kyllä samoista näytteistä samalla menetelmällä
tehtyjä mittauksia tietyllä tavalla muuntuneissa olosuhteissa (eri päivien aikana), mutta
niitä verrattiin toistuvuusmittauksista saatuihin tuloksiin. Vertailemalla eri näytemuoto-
jen ja pitoisuustasojen variaatiokertoimia voidaan todeta tuottaako menetelmä eri mate-
riaaleilla samansuuruista hajontaa. Tällä haluttiin ensisijaisesti testata eri näytemuotojen
toimivuutta samalla laitteella.
4.2.3 Lineaarisuus ja mittausalue
Lineaarisuus (linearity) määritetään näytesarjalla, jossa kaikkien näytteiden pitoisuudet
ovat tiedossa ja kattavat mittausalueen. Lineaarisuusmittaukset suoritetaan yleensä va-
kiointiliuoksilla ja tuloksista tutkitaan korreloivatko laitteen antamat tulokset hyväksy-
tysti tunnettujen näytepitoisuuksien kanssa. Lineaarisuuden tutkimisen avulla pystytään
määrittämään myös mittausalue. Se on määritelty mitattavien arvojen joukoksi, jossa
mittausvirheiden tulisi pysyä määritetyissä rajoissa. (Ehder 2005: 28–29;
Eurachem 1997: 27.)
4.2.4 Toteamisraja
Toteamisraja (limit of detection, LOD) on analyytin pienin pitoisuus, joka voidaan tode-
ta luotettavasti ja se eroaa nollanäytteestä huomattavasti (Eurachem 1997: 22). Pitoi-
suuden tulee kuitenkin olla niin suuri, ettei sen voida sanoa johtuvan taustan satunnais-
vaihtelusta (Ehder 2005: 30). Toteamisrajan määrittämiseen ARCHITECT-
analysaattorilla käytettiin laitevalmistajan (Abbot) anatamia ohjeita. Parametri mitataan
vakiointiliuoksia ja niiden tunnettuja pitoisuuksia hyväksi käyttäen ja tulokset lasketaan
RLU-arvoista (relative light unit) seuraavan kaavan mukaan:
2(taso 0 RLU SD) x __________taso 1 konsentraatio__________ = LOD
(taso 1 RLU Ka - taso 0 RLU Ka)
(Abbot ARCHITECT 2005: 3).
4.2.5 Funktionaalinen herkkyys
Funktionaalinen herkkyys määritetään usein laitteilla, joiden tulisi havaita todella pieniä
mitattavan aineen pitoisuuksia näytteestä ja parametria voidaankin läheisesti verrata
määritysrajaan. Tavallinen testaus sisältää useamman, toisistaan kuitenkin poikkeavan,
matalan pitoisuuden omaavan näytteen mittauksen sarjoina. Näitä laskemalla voidaan
määrittää taso, jolla sarjojen välinen variaatiokerroin on < 20 %. Tämä on taso raja, jon-
ka voidaan kuvata olevan menetelmän funktionaalinen herkkyys. (Välimäki ym. 1992;
Roche 2009: 11–12; ARCHITECT i System 2009a: 5.) Kyseisessä menetelmävalidoin-
nissa funktionaalisella herkkyydellä haluttiin tutkia kuinka luotettava menetelmä on
mittausalueen alarajalla. Tämä toteutettiin mittaamalla samaa matalan pitoisuuden
omaavaa näytettä useamman kerran ja katsomalla kuinka tulokset poikkeavat toisistaan.
4.2.6 Automaattilaimennoksen verifiointi
Laskemalla käsin laimennettujen näytteiden vastaavuus automaattisesti laimennettuihin,
voidaan varmistaa tulosten yhteneväisyys ja todentaa automaattilaimennuksen toimi-
vuus. Automaattilaimennoksen verifionnilla tarkistettiin tässä työssä ARCHITECT-
analysaattorin laimennusprotokollan toimivuus, laitevalmistajan ohjeiden mukaisesti.
(ARCHITECT i System 2009a: 5.)
5 TYÖN TARKOITUS JA TUTKIMUSONGELMAT
Biositen Triagen ja Abbotin ARCHITECTin NGAL-määritykset otettiin HUSLAB Ki-
rurgisen sairaalan laboratoriossa käyttöön syksyllä 2009. Sitä ennen suoritettiin mene-
telmävalidointi näillä kahdella analysaattorilla. Tämän työn tarkoitus on esitellä vali-
dointien suoritusta, saatuja tuloksia ja pohtia niitä.
1. Millainen on Triage-laitteen NGAL-proteiinin immunofluoresenssimäärityksen
- toistuvuus
- oikeellisuus
- uusittavuus
2. Millainen on ARCHITECT-analysaattorin NGAL-proteiinin immunokemilumine-
senssimäärityksen
- toistuvuus
- oikeellisuus
- lineaarisuus ja mittausalue
- toteamisraja
- funktionaalinen herkkyys
- automaattilaimennoksen verifiointi
6 VALIDOINTIEN TOTEUTUS
Menetelmävalidoinnit suoritettiin molemmille laitteille syksyn 2009 aikana. Niitä läh-
dettiin toteuttamaan heti, kun tarvittavat materiaalit ja reagenssit oli toimitettu laborato-
rioon, tarkoituksena saada NGAL-määritykset mahdollisimman pian tutkimusvalikoi-
maan. ARCHITECT NGAL -validointimittaukset suoritin pääasiassa itsenäisesti tämän
opinnäytetyön puitteissa ja Triage NGAL -määrityksen validointia nimettiin suoritta-
maan henkilökunnan edustajat, jotka toimivat laboratoriossa ”peruskemian” vastuuhen-
kilöinä.
Laboratorion teknis-analyyttinen vastuuhenkilö eli laboratorion kemisti, Kaija Inkinen,
laati validointisuunnitelmat. Suunnitelmat koottiin HUSLABin toimintakäsikirjan ja
validointiin laadittujen asiakirjapohjien mukaan. Niitä sovellettiin validoitavien mene-
telmien mukaisesti (esitellään menetelmäkohtaisesti jäljempänä). Suunnitelmien sisällön
luonteesta konsultoitiin HUSLABin laatuvastaavaa sekä validointien suorittajia, jonka
jälkeen ne tarkistettiin ja hyväksyttiin virallisesti.
Molemmissa menetelmävalidoinneissa päädyttiin hyödyntämään erääseen tutkimukseen
muutamia vuosia aiemmin kerättyjä ja NGAL-määritettyjä munuaissiirtopotilaiden see-
rumi- ja virtsanäytteitä. Näytteet oli kerätty Kirurgisen sairaalaan laboratorion toimesta
ja tutkimuksen päätyttyä säilytetty -70 asteessa. Näytteiden NGAL-pitoisuudet oli mää-
ritetty Suomen Punaisen Ristin laboratoriossa ELISA-menetelmällä (BioPorto Diagnos-
tics, NGAL by ELISA), joka oli siihen asti ollut ainoa käytetty menetelmä kaikissa
NGAL-tutkimuksissa. ELISAa oli käytetty myös vertailumenetelmänä
Triage NGAL -testiä (Dent ym.) ja ARCHITECT NGAL -määritystä (Bennet ym.) tes-
tattaessa eri tutkimuksissa. Tällaisiin tietoihin pohjaten ELISA-menetelmää ja sillä saa-
tuja tuloksia oletettiin pystyttävän käyttämään myös menetelmien väliseen vertailuun.
Lisäksi kyseinen tutkimusnäytemateriaali vastasi osittain validoinnin tarpeita hyvin ja
sitä oli riittävästi, eikä erillistä lupaa eettiseltä lautakunnalta tarvinnut pyytää, sillä teh-
tyyn tutkimukseen myönnetty lupa kattoi myös validoinnin. Suuremman erillisen näy-
temateriaalin kerääminen validointia varten olisi vienyt aikaa sekä resursseja ja viiväs-
tyttänyt määritysten käyttöönottoa.
ARCHITECT-analysaattorilla tehtiin alustava kokeilu, NGAL-pilottitutkimus, kesällä
2009 Abbotin aloitteesta. Kokeilu suoritettiin ennen kuin
ARCHITECT NGAL -määritys oli virallisesti lanseerattu markkinoille ja sen tarkoituk-
sena oli testata, että laite toimii halutulla tavalla. Pilottitutkimuksessa käytettiin samoja
näytteitä kuin varsinaisessa validoinnissa ja tuloksia hyödynnettiin tasovertailuun ja
viitearvojen luomiseen. Pilottitutkimuksen aikana mitattiin sarjojen välisen toistuvuu-
den määritykseen käytetyt kontrollitulokset, mutta muutoin se oli varsinaisesta vali-
doinnista irrallinen suoritus, johon tässä työssä ei syvennytä.
6.1 Validointi NGAL- immunofluoresenssimääritykselle Triage® -laitteella
6.1.1 Validoinnin suunnittelu ja parametrien valinta
Triage NGAL -testi on suunniteltu ja kehitetty vierianalytiikkaan, jolloin menetelmäva-
lidointi suunniteltiin huomioiden vieritestilaitteen ja itse testin tuomat rajoitukset. Kos-
ka Triage NGAL -testi oli laboratoriolle täysin uusi määritys laitteineen, tehty validointi
määriteltiin laajaksi, vaikka loppujen lopuksi parametrien määrä jäi vähäiseksi. Vali-
dointisuunnitelmaan kirjattiin parametrien lisäksi tulosten käsittelyssä käytettävä tilas-
tomatematiikka tai viittaus matemaattisiin kaavoihin, validoinnin vastuuhenkilöt sekä
aikataulut ja toteutustapa.
Yksittäisen testin hinta on suuri, jolloin ei ollut taloudellisesti järkevää lähteä suoritta-
maan kaikkia validointiparametrien määrityksiä. Osa parametreista hyväksyttiin laite-
valmistajan suorittamista mittauksista, jotka oli kuvailtu tarkasti Triage NGAL -testin
tuoteselosteessa. Triage MeterPro kalibroitiin laite-edustajan toimesta ennen varsinaisen
menetelmävalidoinin aloittamista, jolloin sitä ei tarvinnut suorittaa erikseen.
Triage NGAL -testille valittiin menetelmävalidointiin olennaisimmat parametrit eli tois-
tuvuus ja oikeellisuus, joita täydennettiin HUSLAB laatuvastaavan toiveesta plasma-
näytteistä tehdyllä ”uusittavuuden” mittauksella. Uusittavuus tässä tapauksessa tarkoitti
tarkistusta laitteen toimivuudesta oikean näytemateriaalin (plasma) kanssa, jotka hankit-
tiin erikseen.
Kaikki tehtävät mittaukset suunniteltiin tarkasti, jotta kustannukset voitaisiin minimoi-
da. Sarjan sisäisen toistuvuuden ja oikeellisuuden mittaukset yhdistettiin, eli valittiin
molempiin mittauksiin sopivat yhteiset seeruminäytteet, jotka kattoivat laitevalmistajan
ilmoittaman mittausalueen. Tarkoituksena oli mitata näytteet ensisijaisesti parinäytteinä,
joista toista tuloksista käytettäisiin myös oikeellisuuden määrityksessä. Mittauskerrat
määritettiin tilastollisesti luotettaviksi, mutta minimoiden kaikki ylimääräiset mittauk-
set.
Lineaarisuus ja mittausalue sekä analyyttinen herkkyys jäivät laboratoriossa suoritetusta
validoinnista ulkopuolelle. Funktionaalisen herkkyyden määrityksessä laitevalmistaja
on saanut herkkyyden alarajan tulokseksi < 60ng/ml, 95 %:n luottamusvälillä. Lineaari-
suudesta ja mittausalueesta tehty tutkimus osoittaa määrityksen olevan lineaarinen pitoi-
suusvälille 60–1300ng/ml. (Biosite 2009: 13–14.) Laitevalmistaja oli testannut kattavas-
ti myös mahdollisten häiritsevien fysiologisten yhdisteiden sekä lääke- ja varjoaineiden
vaikutuksen tuloksiin. Näihin tuloksiin luotettiin, eikä niitä lähdetty testaamaan erik-
seen.
6.1.2 Näytemateriaalit, esikäsittely ja säilytys
Validoinnissa käytettiin materiaalina pakastettua (-70 °C) seerumia (tutkimusnäytteet),
vaikka Triage NGAL-testissä näytteenä käytetään kokoverta tai plasmaa, jossa antiko-
agulanttina on EDTA (Biosite 2009: 6). Tämä tiedostettiin ja seerumin käyttö hyväksyt-
tiin HUSLAB-laatuvastaavan toimesta. Seerumia käsiteltiin validoinnin aikana Biositen
näytteiden käsittelyä koskevien ohjeiden mukaan. Tutkimusnäytteiden aiemmasta käsit-
telystä ei ollut tarkkaa kirjattua tietoa tutkimussuunnitelmassa esitetyn ”näytteiden kä-
sittelyn” lisäksi. Oletettiin kuitenkin, että näytteitä oli käsitelty hyviä laboratoriokäytän-
töjä noudattaen. Seeruminäytteitä valittiin tutkimuksesta saatujen ELISAn tulosten pe-
rusteella 29 kappaletta, joiden pitoisuuksien vaihteluväli oli 44–758ng/ml.
Kerätyt erilliset plasmanäytteet olivat EDTA-verinäytteitä, eli testissä normaalisti käy-
tettyä näytemateriaalia. Potilasnäytteitä kerättiin kolme kappaletta, jotka vastasivat ma-
talaa, keski- ja korkeaa tasoa valmistajan ilmoittamalle mittausalueelle. Ne saatiin vali-
doinnin aikaan parhaillaan menneestä munuaispotilaiden tutkimuksesta (eri tutkimus
kuin ”ELISA-tutkimusnäytteillä”), jolloin tutkimusta varten pyydetty eettisen toimikun-
nan lupa kattoi myös käytön validoinnissa. Plasmanäytteitä mitattiin
Triage NGAL -testillä ja näyte hyväksyttiin mukaan, mikäli se vastasi haluttua tasoa.
Jokainen näyte jaettiin viiteen osaa, joista yksi osa käytettiin mittaukseen tuoreeltaan ja
loput pakastettiin.
Kontrolliliuokset, Control 1 (Taso 1) ja Control 2 (Taso 2), ovat NGAL-proteiinia sisäl-
tävää humaania EDTA-plasmaa. Kontrollit ovat käyttövalmiita yksittäispakasteita
(à 0,25ml), joille ei tarvita erillistä käsittelyä. Yhteenveto käytetyistä näytteistä taulu-
kossa 1.
Biositen ohjeistusta Triage® NGAL-testiin käytettävien näytteiden käsittelystä ja säily-
tyksestä noudatettiin koko validoinnin ajan. Samat säilytys- ja käyttöohjeet pätivät myös
kontrolliliuoksiin. Ohjeistus oli seuraava: Tuoretta näytettä säilytetään huoneenlämmös-
sä tai viileässä, äärilämpötiloja välttäen, ja se on analyysikelpoinen 24 tunnin ajan. Mi-
käli analyysiä ei voida suorittaa vuorokauden sisällä, kokoverinäyte tulee erotella ja
plasma pakastaa -20 asteeseen. Pakkasessa tai jääkaapissa säilytetyn näytteen tulee an-
taa lämmetä huoneenlämpöön ja se sekoitetaan mahdollisimman homogeeniseksi ennen
analysointia, hemolyysiä välttäen (Biosite 2009: 6.)
TAULUKKO 1. Validointinäytteet.
Parametri Näytteen nimi Näytteen
laatu
Konsentraatioalue
ng/ml
Määrä
(kpl)
Sarj. sis. toistu-
vuus ja
oikeellisuus
”tutkimusnäyte” seerumi 44–758 29
Uusiutuvuus ”validointinäyte”Taso 1, 2 (ja 3) plasma 135–1150 2 (3)
Sarjojen välinen
toistuvuus
Control 1 (Taso 1)
Control 2 (Taso 2)
kontrolliliuos 70–224360–1140
20
20
6.1.3 Triage® NGAL-testin reagenssit, kontrollit ja mittauksen suorittaminen
Validoinnissa noudatettiin kaikkia laitevalmistajan antamia ohjeita kontrolleista, rea-
gensseista ja määrityksen suorittamisesta.
Triage NGAL-testiin ei käytetä ulkoisia reagensseja, sillä jokainen testipaneeli on ra-
kennettu niin, että sisältää kaikki tarvittavat reagenssit eikä niitä tarvitse hankkia erik-
seen. Testipaneelissa reagensseina ovat fluoresoivalla leimalla merkattua hiiren mono-
klonaalista NGAL-vasta-ainetta, NGAL-proteiinia immobilisoituna kiinteään faasiin ja
stabilisaattoreita. Reagenssipakkaus sisältää testipaneelien lisäksi kertakäyttöpipettejä,
tulostuspaperia ja Triage Meter -laitteeseen käytettävän reagenssikoodisirun (Reagent
Code Chip™ ) (Ks. kuvio 3), joka sisältää tiedot käytetyn erän vakionnista ja kontrolli-
tasoista sekä erän vanhenemispäivämäärän. Jokaisessa pakkauksessa on materiaalit 25
testin suorittamiseen. (Biosite 2009: 3.)
Triage testipaneelin sekä Triage Meter -lukulaitteen kontrollointi ja laadunvarmistus
tapahtuu pääasiassa erilaisilla sisään rakennetuilla ja ohjelmoiduilla kontrolleilla. Ne
aktivoituvat joka kerta, kun laite käynnistetään ja testi suoritetaan. Erillisiä kontrolli-
reagensseja ei välttämättä tarvita, vaikkakin myös sellaisten käyttöä suositellaan ennen
uuden reagenssierän tai -lähetyksen käyttöönottoa tai 30 päivän välein. (Biosite a: M–4;
Biosite 2009: 7.)
Testipaneelissa on sisäänrakennettu kontrollialue, joilla todetaan sen reagenssien ja ma-
teriaalien  toimivuus  sekä  testin  oikeanlainen  suorittaminen  (Biosite  a:  M-2;  Biosite
2009: 9). Triage MeterPro -lukulaite suorittaa itsenäisesti käynnistyksen yhteydessä
erilaisia ohjelmistokontrolleja ja sille on lisäksi laitekohtainen QC-testipaneeli elektro-
niikan kontrollointiin, joka tulisi suorittaa päivittäin kun näytteitä analysoidaan. (Biosite
a: M-3; Biosite 2009: 9.)
NGAL-testiä varten testipaneeli poistetaan pakkauksestaan ja annetaan lämmetä huo-
neenlämpöön, mikäli sitä on säilytetty jääkaapissa. Näytettä pipetoidaan 250µl reagens-
sipakkauksessa tulleella kertakäyttöpipetillä tai tavallisella laboratoriopipetillä näytteen-
syöttöalueelle testipaneeliin, sen ollessa tukevalla alustalla vaakatasossa. Analyysi täy-
tyy suorittaa puolen tunnin sisällä näytteen pipetoinnista, jotta tulokset pysyvät luotetta-
vina. (Biosite 2009: 6-7.)
Triage Meter -lukija käynnistetään ja se saatetaan tilaan jossa analyysi suoritetaan. Lu-
kijalle syötetään näytteen tunnistetiedot manuaalisesti tai viivakoodilukijalla. Testi-
paneeli asetetaan lukijaan hitaasti työntäen ja naksahduksen jälkeen se vetäytyy auto-
maattisesti kokonaan laitteeseen. (Biosite 2009: 7; Biosite b.)
Triage Meter analysoi näytteen ja antaa tuloksen noin 15 minuutin kuluessa mittausvä-
lille 60-1300ng/ml. Tulos näkyy laitteen ruudulla ja se voidaan tulostaa myös erikseen
paperille. (Biosite 2009: 7; Biosite b.) Mittausalueen ulkopuolella olevat tulokset eivät
tule näkyviin, vaan lukija antaa ilmoituksen epänormaalista tuloksesta (Biosite a: M-5).
KUVIO 2. Triage MeterPro ja Reagent Code Chip™ .
6.1.4 Validointiin liittyvien mittausten suorittaminen
Triagen NGAL-immunofluoresenssimäärityksen validointia lähdettiin suorittamaan
validointisuunnitelman mukaisesti. Kaikkia mittauksia tehtäessä noudatettiin laiteval-
mistajan käyttöohjeita. Validoinnin aikana ei tullut ilmi ongelmia, jotka olisivat mah-
dollisesti vaikuttaneet luotettavuuteen. Yhteenveto näytteiden mittauksista taulukossa 2.
Aiempien ELISAlla saatujen tulosten perusteella valittiin 29 seeruminäytettä vastaa-
maan koko laitevalmistajan määrittämää mittausaluetta 60–1300ng/ml. Kaikki näytteet
oli tarkoitus mitata parinäytteinä, jolloin niitä voitaisiin hyödyntää kuten aiemmin mai-
nittu. Kahta näytteistä ei pystytty mittaamaan kuin kerran niiden loppuessa kesken. Näin
ollen parinäytteitä tuli vain 27 kappaletta ja kerran mitattuja oli kaksi enemmän (29).
Näytteet määritettiin saman päivän aikana yhtäjaksoisesti. Tulokset otettiin paperitulos-
teina talteen sekä kirjattiin paperille myöhempää käsittelyä varten.
Sarjan välisen toistuvuuden arviointiin käytettiin laitevalmistajan omia samaa erää ole-
via tasokontrolleja. Control 1 ja Control 2, joita määritettiin yhdestä kahteen kertaan
päivässä, kolmen työviikon aikana.
Uusittavuutta määritettäessä käytettiin kolmea eritasoista plasmanäytettä. Jokainen näy-
te jaettiin viiteen osaan, joista yksi mitattiin kerran heti keräämisen jälkeen ja loput pa-
kastettiin. Pakastetut näytteet mitattiin kahden työviikon kuluessa. Korkeaa tasoa vas-
taava näyte oli määrältään vähäinen ja se loppuikin kesken, jolloin mittauksia tehtiin
vain neljä. Korkean tason näytettä ei tästä syystä otettu huomioon tuloksia laskettaessa.
TAULUKKO 2. Parametrit, näytteet ja suoritetut mittaukset.
Mittaukset
Parametri
Käytetyt näytteet
(kpl)
krt/näyte krt/päivä päivät
yht.
Sarjan sis. toistuvuus 27 2 1 1
Sarjojen väl. toistu-
vuus
2 2 1–2 15
Uusiutuvuus  2 (3) 5 – 10
Oikeellisuus 29 1 1 1
6.2 Validointi NGAL-immunokemiluminesenssimääritykselle ARCHITECT-
analysaattorilla
6.2.1 Validoinnin suunnittelu ja parametrien valinta
Menetelmän validointi suunniteltiin laajaksi. Itse ARCHITECT-analysaattori oli labora-
toriossa jo olemassa oleva laite (Ks. kuvio 5), mutta sen valikoimiin lisättiin uutena
NGAL-määritys. Validointisuunnitelmaan kirjattiin parametrien lisäksi tulosten käsitte-
lyssä käytettävä tilastomatematiikka tai viittaus matemaattisiin kaavoihin, validoinnin
vastuuhenkilöt sekä aikataulut ja toteutustapa. Laite-edustaja suoritti laitteelle virallisen
vakioinnin ennen menetelmävalidoinnin aloittamista, jolloin sitä ei tarvinnut suorittaa
erikseen.
Parametreiksi valittiin ainakin keskeisimmät eli toistuvuus ja oikeellisuus sekä laiteval-
mistajan ohjeista löytynyt kaava toteamisrajan määrittämiseksi. Mukaan otettiin myös
toiminnallisen eli funktionaalisen herkkyyden mittaus modifioitua versiota käyttäen.
Näitä täydennettiin vielä mittausalueen ja lineaarisuuden määrittämisellä ja automaatti-
laimennoksen verifioinnilla, jonka kaava löytyi myös ohjeista. Laitevalmistaja on il-
moittanut omassa menetelmävalidoinnissaan tehdyt parametrit, joihin kuului yllä mai-
nittujen lisäksi mm. saanto, määritystä mahdollisesti häiritsevät fysiologiset ja kemial-
lisetyhdisteet sekä ristiin reagoivat aineet ja olosuhteet. Näihin tuloksiin luotettiin, eikä
niitä lähdetty testaamaan erikseen.
6.2.2 Näytemateriaalit, esikäsittely ja säilytys
Aiempien tutkimustulosten perusteella valittiin 23 kappaletta virtsanäytteitä (”tutkimus-
näytteet”), joiden NGAL-pitoisuudet tulivat välille 13–2643,2ng/ml eli koko laiteval-
mistajan ilmoittamalle mittausalueelle, huomioiden automaattilaimennoksen (10–
6000ng/ml). Sarjan sisäisen toistuvuuden ja oikeellisuuden mittaukset yhdistettiin. Va-
littiin molempiin mittauksiin sopivat yhteiset näytteet, tarkoituksena mitata ne ensisijai-
sesti parinäytteinä, joista toista tuloksista käytettäisiin myös oikeellisuuden määrityk-
sessä. Valituista näytteistä pystyttiin valitsemaan funktionaaliselle herkkyydelle näyte
mittausalueen alarajalta, mittausalueen ja lineaarisuuden parametreille valittiin näytteet
matalalta, keski- ja korkealta tasolta laitevalmistajan ilmoittamalla ns. normaalille mit-
tausalueelle 10–1500ng/ml. Automaattilaimennoksen verifioitiin valitut näytteet olivat
normaalin mittausalueen yläpuolelta > 1500ng/ml.
Näytemateriaali vastasi sekä muodoltaan että laadultaan laitevalmistajan vaatimuksia
(ARCHITECT i System 2009a: 3). Näytteiden tiedettiin olevan säilöntäaineetonta ker-
tavirtsaa, joita oli säilytetty tutkimuksen jälkeen -70 asteessa. Tutkimusnäytteiden ai-
emmasta käsittelystä ei ollut tarkkaa kirjattua tietoa tutkimussuunnitelmassa esitetyn
näytteiden käsittelyn lisäksi. Oletettiin kuitenkin, että näytteitä oli käsitelty hyviä labo-
ratoriokäytäntöjä noudattaen.
Validointimittauksiin käytettiin näytemateriaalina lisäksi laitevalmistajan omia vakioin-
ti- ja kontrolliliuoksia. Käytetyt vakiointiliuokset (taso 0 ja taso 1) sisältävät molemmat
fosfaattipuskuria ja proteiinistabilisaattoria, joista tason 1 vakiontiliuos sisältää lisäksi
humaanirekombinantti NGAL-proteiinia (ARCHITECT i System 2009c: 1). Kontrollit
ovat heti käyttövalmiita liuoksia, jotka tulevat kolmen eri pitoisuuden (Control Low,
Control Medium, Control High) sarjana yhdessä paketissa. Ne sisältävät humaanire-
kombinantti NGAL-proteiinia fosfaattipuskurissa, johon on lisätty proteiinistabilisaatto-
ria (ARCHITECT i System 2009b: 1). Esikäsittelyä kummallekaan materiaalille ei tar-
vittu ja säilytys tapahtui ohjeiden mukaan jääkaappilämpötilassa (2–8°C). Yhteenveto
validoinnissa käytetyistä näytemateriaaleista taulukossa 3.
Laitevalmistajan ohjeistusta näytteiden esikäsittelyssä ja säilytyksessä noudatettiin
mahdollisuuksien mukaan koko validoinnin ajan. Ohjeistus kuuluu seuraavasti: Näyttei-
den sentrifugaatio suoritetaan kierrosnopeudella 1000rpm, +4 asteessa 10 minuutin ajan.
(ARCHITECT i System 2009a: 3). Näyte säilyy huoneenlämmössä (22–30°C) 24 tuntia
ja jääkaappilämpötilassa (2–8°C) jopa seitsemän päivää. Jos analysointi tapahtuu
24 tunnin tai 7 päivän jälkeen, näyte tulee pakastaa -70 asteeseen tai kylmempään.
Näytteen ei suositella läpikäyvän pakastus-sulatus-sykliä yli kolmea kertaa eikä annettu-
ja säilymisaikoja tulisi ylittää. (ARCHITECT i System 2009a: 3.)
TAULUKKO 3. Validointinäytteet.
6.2.3 ARCHITECT-analysaattorin NGAL-määrityksen reagenssit, kontrollit ja määri-
tyksen suorittaminen
Validoinnissa noudatettiin kaikkia laitevalmistajan antamia ohjeita kontrolleista, rea-
gensseista ja määrityksen suorittamisesta.
ARCHITECT-analysaattori käyttää reagensseina sekä määrityskohtaisia että kaikissa
analysaattorin tekemissä määrityksissä niin sanotusti yhteisiä reagensseja, jotka mahdol-
listavat immunokemiluminometrisen detektointimenetelmän (ARCHITECT i System
2009a: 2).
NGAL-proteiinin määrityskohtaiset reagenssit tulevat kahdessa pullossa (Ks. kuvio 4).
”Mikropartikkelireagenssi” (Microparticles) koostuu hiiren monoklonaalisella NGAL-
vasta-aineella päällystettyistä paramagneettisista mikropartikkeleista puskuriliuoksessa,
johon on lisätty proneiinistabilisaattoreita. ”Konjugaattireagenssi” (Conjugate) sisältää
niin ikää hiiren monoklonaalista NGAL-vasta-ainetta, johon on konjugoitu akri-
Parametri Näytteen nimi Näytteen
laatu
Konsentraatio
(ng/ml)
Määrä
(kpl)
Sarj. sis. toistuvuus ja
oikeellisuus
”tutkimusnäyte” virtsa 13–2643,2 23
Sarjojen välinen tois-
tuvuus
Low Control
Taso 1
Medium Control
Taso 2
High Control
Taso 3
kontrolliliuos
11,0–29,0
110,0–290,0
660,0–1737,0
1
1
1
Toteamisraja Taso 0 (Cal A)
Taso 1 (Cal B)
vakiointiliuos 0,00
10,0
1
1
Funktionaalinen herk-
kyys
”tutkimusnäyte”
Näyte F
virtsa 13 1
Mittausalue ja lineaa-
risuus
”tutkimusnäyte”
Taso 1, 2 ja 3
virtsa 113,6–1469,6 3
Automaattilaimennok-
sen verifiointi
”tutkimusnäyte”
Näyte 1, 2, 3 ja 4
virtsa 2555,6–5959,8 4
diinileima. Reagenssiliuos sisältää puskurin
lisäksi proteiinistabilisaattoreita ja pintajänni-
tystä poistavaa ns. detergenttiä. (ARCHITECT i
System 2009a: 2.)
Analysaattorin kaikille määrityksille yhteisiä
reagensseja on kolme. Pre-Trigger-liuos sisältää
1,32 %:sta (w/v) vetyperoksidia. Trigger-liuos
sisältää 0,35 N natriumhydroksidia. Nämä kaksi
reagenssia muuttavat reaktioseoksen pH:ta ja
mahdollistavat kemiluminesenssireaktion syn-
tymisen. Pesupuskuriliuos (Wash Buffer) sisäl-
tää fosfaattipuskuroitua suolaliuosta, johon säi-
lyvyyden parantamiseksi lisätty antimikrobisia aineita. Sitä analysaattori käyttää lai-
mennoksissa ja määrityksen pesuvaiheissa. (ARCHITECT i System 2009a: 2; Abbot
ARCHITECT 2007: 26.)
Matalan, keskitason ja korkean pitoisuuden kontrolleja tulisi kaikkia määrittää vähin-
tään kerran päivässä, kun näyteanalyyseja suoritetaan. Kontrollit annostellaan suoraan
pulloistaan tipoittain omiin putkiinsa ja määritetään normaalinäytteiden tavoin. Mikäli
kontrollitulokset eivät mene annettuihin viitearvoihin, ne tulisi määrittää uudestaan tai
ääritapauksessa harkita uudelleenvakiointia. (ARCHITECT i System 2009b: 1.)
Esikäsitellyt näytteet siirretään putkissaan näytekelkkaan ja se asetetaan laitteeseen.
Näytettä tulee olla vähintään 0,5ml. Ennen analysointia näyte tulee sekoittaa homo-
geeniseksi ja näytteen pinnalla olevat kuplat poistaa esimerkiksi tikulla puhkaisemalla.
Yhteen mittaukseen analysaattori käyttää 70µl, mutta kokonaisnäytemäärässä tulisi
huomioida mahdolliset automaattilaimennokset. Määrityksen suorittamiseksi laitteessa
on oltava sekä määrityskohtaiset reagenssipullot että muita ARCHITECT-analysaattorin
käyttämiä reagensseja. Automatiikka tunnistaa viivakoodin avulla tehtävän määrityksen
näyteputken kyljestä ja jos viivakoodia ei ole käytettävissä määrityspyyntö voidaan
syöttää tietokoneelle manuaalisesti, jolloin käytetään näytekelkan ja -paikan numeroa.
(ARCHITECT i System 2009a: 3.)
Kun kelkka asetetaan laitteeseen, analyysin suorittaminen alkaa automaattisesti. Tulok-
set ovat valmiina noin 30 minuutin kuluessa. Kaikki näytteet, joiden tulokset ylittävät
KUVIO 4. NGAL-määrityksen rea-
genssiliuokset.
normaalin mittausalueen (10–1500ng/ml) ylärajan, voidaan ohjata automaattisesti uu-
delleen analysoitavaksi käyttäen automaattista laimennusprotokollaa, jolloin pystytään
määrittämään pitoisuuksia jopa 6000ng/ml asti eli mittausalue on automaattilaimennok-
sen kanssa 10–6000ng/ml. Analysaattori laimentaa näytteet 1:4, mutta ilmoittaa tulok-
sen todellisena arvona. (ARCHITECT i System 2009a: 3.) Kun tulokset ovat valmiita,
kelkka poistetaan laitteesta ja näyteputket voidaan hävittää asianmukaisesti.
6.2.4 Validointiin liittyvien mittausten suorittaminen
Validointi ARCHITECT-analysaattorin NGAL-proteiinin immunokemiluminometrisel-
le määritykselle lähdettiin suorittamaan validointisuunnitelman pohjalta. Validointinäyt-
teiden mittaukset (myöhemmin tekstissä myös ”ajo”) jouduttiin suorittamaan kahteen
kertaan. Laitevika keskeytti näytteiden analysoinnin kesken ajon, jonka jälkeen näytteet
seisoivat huoneenlämmössä korjauksen ajan ja lopulta yön yli jääkaapissa, kun reagens-
sit loppuivat kesken ja todettiin, ettei prosessia kannattanut jatkaa saman päivän puit-
teissa. Vaikka loput näytteistä analysoitiin seuraavana päivänä, ei tuloksia olisi pystytty
KUVIO 5. ARCHITECT i 2000SR-analysaattori (Abbot 2007.)
kuitenkaan pitämään niin luotettavina ja myöhemmin tuloksia tarkasteltaessa kävi lisäk-
si ilmi, että ohjelmistoon oli asetettu tuntemattomasta syystä automaattilaimennus kai-
kille määritettäville NGAL-näytteille. Tämän takia päädyttiin suorittamaan kaikki epä-
onnistuneet mittaukset uudestaan, eikä ensimmäisen ajon tuloksia otettu lainkaan huo-
mioon. Myöhemmin suoritettu validointinäytteiden määritys sujui ongelmitta. Yhteen-
veto näytteiden mittauksista kuviossa 5.
Näytteet numeroitiin ja niille tehtiin viivakoodillinen pyyntö tietojärjestelmään käsitte-
lyn helpottamiseksi ja näytteiden jäljitettävyyden vaikeuttamiseksi. Viivakoodilliset
tulokset siirtyivät suoraan HUSLABin tietojärjestelmään, josta ne voitiin hakea käsitel-
täväksi suoraan. Osassa määrityksiä käytettiin manuaalista pyyntöä ja tulokset printat-
tiin laitteen tietokoneelta paperille myöhempää käsittelyä varten.
Mittauksiin valitut 21 virtsanäytettä esikäsiteltiin laitevalmistajan ohjeiden mukaan.
Jokaisesta alkuperäisnäytteestä näytteestä siirrettiin materiaalia kahteen eri putkeen noin
1 ml eli näytteet ajettiin rinnakkain. Näyteputket asetettiin näytekelkkaan järjestykseen,
parit vierekkäin ja kaikki näytteet ajettiin yhtäjaksoisesti saman päivän aikana.
Sarjojen välisen toistuvuuden määrittämiseksi suoritetut näyteajot tehtiin kesällä 2009
ARCHITECT NGAL -pilottikokeilun yhteydessä. Näytteinä käytettiin laitevalmistajan
kolmen tason kontrolleja (Low [Taso 1], Medium [Taso 2], High [Taso 3]). Kaikkia
kontrolleja ajettiin rinnakkaisina (2kpl/kontrolli) kahdesti päivässä viikon ajan.
Toteamisrajan määritys (LOD) suoritettiin laitevalmistajan ohjeen mukaan. Näytteinä
käytettiin Abbotin omia vakiointiliuoksia NGAL-määritykselle. Tason 0 (Cal A) vakio-
liuosta mitattiin 10 näytteen sarjana ja tason 1 (Cal B) vakioliuosta 4 näytteen sarjana.
Pyynnöt syötettiin manuaalisesti analysaattoriin ja saadut RLU-tulokset tulostettiin
myöhempää käsittelyä varten.
Funktionaalisen herkkyyden määrittämiseksi mittausalueen alarajalta valittu potilasnäy-
te mitattiin 10 kertaa. Samasta näytteestä siirrettiin materiaalia kymmeneen eri näyte-
putkeen ja ne ajettiin yhtäjaksoisesti.
Lineaarisuusmittausta varten valittiin kolme tutkimusnäytettä, joiden pitoisuudet edus-
tivat matalaa, keski- ja korkeaa tasoa laitevalmistajan ilmoittamalle mittausalueelle 10–
1500ng/ml. Näytteet laimennettiin käsin analysaattorin käyttämään pesupuskuriliuok-
seen, joka oli valmistettu samana päivänä ja siirretty laimennoksia varten erilliseen asti-
aan. Jokaisesta näytteestä tehtiin laimennokset viiteen eri tasoon ja sarjaan liitettiin
myös laimentamaton otos näytteestä. Lineaarisuusmittaukseen saatiin kuutta eri pistettä
edustavat tulokset jokaisesta näytteestä (Ks. taulukko 4). Kaikki näytteet ajettiin yhtä-
jaksoisesti.
TAULUKKO 4. Laimennoskaavio.
Laimennossuhde Laimennoskerroin Näytemäärä
(µl)
Pesupuskurin määrä
(µl)
1 1 300 0
0,8 1,25 240 60
0,6 1,667 180 120
0,4 2,5 120 180
0,2 5 60 240
0,1 10 30 270
Automaattilaimennoksen verifiointiin valittiin neljä eritasoista näytettä, jotka kaikki
olivat yli 1500ng/ml eli yli ylärajan, jonka jälkeen automaattinen laimennus tapahtuu.
Näytteet laimennettiin käsin 1:4 pesupuskuriliuokseen, imitoimaan analysaattorin omaa
laimennusprotokollaa. Jokaisesta näytteestä tehtiin kolme laimennosta, jotka ajettiin
rinnakkain. Automaattilaimennoksen testausta varten näytteistä siirrettiin materiaalia
sellaisenaan kolmeen eri putkeen. Pyynnöt syötettiin manuaalisesti analysaattoriin ja
näytteet ajettiin yhtäjaksoisesti.
TAULUKKO 5. Parametrit, näytteet ja suoritetut mittaukset.
MittauksetParametri Käytetyt näytteet
(kpl) krt/näyte krt/näyte/päivä päivät yht.
Sarjan sis. toistuvuus 21 2 1 1
Sarjojen väl. toistu-
vuus
3 1 4 5
Oikeellisuus 13 1 1 1
Toteamisraja 2 10 ja 4 1 1
Funkt. herkkyys 1 10 1 1
Lineaarisuus 3 6 1 1
Autom.laimennoksen
verifiointi
3 6 1 1
7 TULOKSET
Tulokset käsiteltiin Microsoft Excel® -ohjelmalla ja siihen liitännäisellä Analyze-it®-
ohjelmalla, joka on kehitetty tilastollisen tiedon analysointiin. Tulosten käsittelystä ja
varsinaisesta tulkinnasta vastasi validoinnin vastuuhenkilö eli Kaija Inkinen. Tulokset
on esitelty parametreittain molempien menetelmien kohdalla, joista on tehty lopuksi
yhteenveto. Tulosten arvioinnissa käytettiin osassa parametreja laitevalmistajien teke-
miä samoja tai samankaltaisia mittauksia, jotka on mainittu parametrikohtaisesti. Epävi-
rallisena vertailumenetelmänä ja -tuloksina on hyödynnetty tutkimuksessa käytettyä
ELISA-menetelmää ja sillä saatuja seerumin ja virtsan tuloksia. Tuloksissa esiintyvät
tilastolliset termit on käsitelty erillisessä alaluvussa.
7.1 Tilastolliset termit ja käsitteet
Seuraavassa kuvaillaan lyhyesti tilastollisia termejä ja käsitteitä, joita on käytetty tulos-
ten yhteydessä.
Keskiarvo (mean) kuvaa nimensä mukaisesti otoksen tulosten keskimääräistä arvoa.  Se
lasketaan jakamalla saatujen tulosten summa niiden lukumäärällä. (Heikkilä 2008: 83.)
Keskihajonta (SD) kuvaa lukujen keskimääräistä poikkeamaa otoksen keskiarvosta
(Heikkilä 2008: 86).
Variaatiokerroin (CV %) ilmaistaan usein prosenttilukuna, jonka avulla voidaan vertail-
la eri suuruusluokkaa olevia hajontoja. Variaatiokerroin lasketaan jakamalla keskihajon-
ta keskiarvolla ja se ilmaisee kuinka monta prosenttia hajonta on keskiarvosta. (Heikkilä
2008: 87–88.)
Korrelaatiolla tarkoitetaan numeeristen muuttujien riippuvuutta toisistaan, lineaarista
yhteneväisyyttä, jota kuvaillaan korrelaatiokertoimella. Korrelaatio voi olla positiivinen
tai negatiivinen ja se saa arvoja väliltä 1 ja -1, mutta korrelaatiokerroin ilmaistaan aina
luvun itseisarvona (r= [0–1]). Positiivinen korrelaatio kertoo vertailtavien arvojen yh-
teneväisyydestä, samankaltaisuudesta, ja negatiivinen kuvaa päinvastaista. Mikäli korre-
laatio on 0, tulokset eivät yhtene millään tasolla. Pearsonin korrelaatiota käytetään
normaalijakaumaa noudattavilla luvuilla ja Spearmanin korrelaatiota niille, jotka eivät
noudata jakaumaa. Korrelaation tulkinta riippuu tilanteesta ja usein tilastollisesti merkit-
tävinä pidetään kertoimen arvoja yhden ja 0,95:n välillä ja kertoimen ollessa yli 0,8 se
tulkitaan vahvaksi. (Heikkilä 2008: 91–92; Välimäki 2004.)
Riippuvuussuhteita, korrelaatiota, mallinnetaan usein regressiosuoran avulla. Vertailta-
vat tulokset eli muuttujat sijoitetaan xy-koordinaatistoon, josta voidaan laskea lineaari-
nen regressiosuora. Tästä saadaan matemaattinen yhtälö y = ax + b, missä a on suoran
kulmakerroin ja b y-akselin leikkauspiste. Korrelaatiokerroin (R²) lähenee sitä enemmän
lukua 1, mitä voimakkaammin luvut korreloivat keskenään. (Heikkilä 2008: 92–93,
238.)
Passing & Bablok -kuvaajaa voidaan käyttää normaalijakaumaa noudattamattomien
lukujen regressiosuoran piirtämiseen. Suora ei huomioi vahvasti hajoavia yksittäisiä
lukuja ja antaa näin paremman kokonaiskuvan todennäköisestä regressiosta. Suoran
laskemiseen tarvitaan tietokoneohjelma. (Linnet ym. 2008: 223.)
Dahlbergin kaavaa (Ks. kuvio 6) käytetään sarjan sisäisen toistuvuuden variaatioker-
toimen laskemiseen.
KUVIO 6. Laskukaava (Siloaho ym. 1997).
7.2 Triage immunofluoresenssinen NGAL-määritys
7.2.1 Toistuvuus
Sekä sarjan sisäisen että sarjojen välisen toistuvuuden mittaustulokset ovat kokonaisuu-
dessaan liitteessä 1. Sarjan sisäisen toistuvuuden variaatiokerroin laskettiin Dahlbergin
menetelmällä. Toistuvuuden mittaustuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja vari-
aatiokerroin (Ks. taulukko 6).
TAULUKKO 6. Sarjan sisäisen ja sarjojen välisten toistuvuusmittausten tulokset.
Sarjan sisäinen toistuvuus Sarjojen välinen toistuvuus
– Taso 1 Taso 2
n 27 20 20
Ka 386,09 115,35 585,15
SD 38,10 22,49 58,43
CV % 9,87 19,50 9,98
                TAULUKKO 7. Toistuvuuden kokonaisvariaatio:
                 menetelmävalidoinnin ja laitevalmistajan tulokset.
Kokonaisvariaatio Kokonaisvariaatio, Biosite
Taso 1 Taso2 Taso 1 Taso 2
CVsis % 9,87 9,87 12,6 14,3
CVväl % 19,50 9,98 – –
CVtot % 21,85 14,04 12,86 14,06
Saadut tulokset noudattavat pääsääntöisesti samanlaisia linjoja kuin laitevalmistajan
tekemässä testauksessa, jonka tuloksista on yhteenveto reagenssipakkauksen manuaalis-
sa (Biosite 2009: 18). Laitevalmistajan tuloksista laskettu keskimääräinen kokonaisvari-
aatio Tasolle 1 oli 12,86 CV % ja Tasolle 2 14,06 CV % (Ks. taulukko 7). Laboratorion
validointituloksia verrattiin edellä mainittuihin ja voidaan sanoa Tason 2 kokonaisvari-
aation olevan samalla tasolla. Ainoastaan matalan tason näytteet osoittivat olevan koko-
naisvariaatioltaan suuremmat kuin vertailuarvot. Syy voi mahdollisesti olla validoinnis-
sa käytetyn kontrollierän matalammasta tasosta. Kaiken kaikkiaan menetelmän toistu-
vuuden voidaan sanoa olevan hyvä.
7.2.2 Oikeellisuus
Oikeellisuus laskettiin vertaamalla Triagen ja ELISAn samojen seeruminäytteiden väli-
siä tuloksia (Ks. liite 2). Tulokset laskettiin Analyze-it-ohjelmalla, josta valittiin lasket-
tavaksi halutut tilastoluvut (Ks. taulukko 8) ja kuvaaja havainnollistamaan lukujen ver-
tailua (Ks. kuvio 7).
TAULUKKO 7. Tilastoluvut ja
  kuvaajien yhtälöt.
S-NGAL (seerumi)
Triage ELISA
n 29 29
Ka 378 331
R² 0,81
Pearson 0,90
Bias % 36 %
Passing & Bablok fit y= 1,00x + 35,17
Lineaarinen regressio y= 1,094x + 15,26
Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
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KUVIO 7. Passing & Bablok -kuvaaja Triagen ja ELISAn tuloksista.
Saatuja tuloksia vertailtiin tehtyyn tutkimukseen, jossa Triage- ja ELISA-menetelmää
oli käytetty onnistuneesti rinnan (Dent ym. 2007). Tässä tutkimuksessa (n=40) regres-
sioyhtälö oli  y = 0,61x + 48,82 ja Pearson r=0,94. Tähän verrattuna validoinista saadut
tulokset olivat melko hyviä, r=0,90. Korrelaatiokerroin (R²=0,81 ) ei ollut hyvä, mutta
tulkitaan vahvaksi (> 0,8). Lineaarisen regression kulmakerroin ja y-akselin leikkauspis-
te (y= 1,094x + 15,26)  olivat hyvät tutkimukseen verrattuna. Passing&Bablok-kuvaaja
(Ks. kuvio 7) havainnollistaa saadun lopputuloksen ja antaa kokonaiskuvan todellisesta
regressiosta.
Oikeellisuusdesta saadut tulokset olivat melko hyviä, mutta niitä käsiteltiin lähinnä tu-
kea antavina tuloksina, virallisten referenssien puuttuessa.
7.2.3 Uusittavuus
Vaikka uusittavuutta varten kerättiin kolme näytettä, ei kuitenkaan korkeaa tasoa edus-
tavaa näytettä (Näyte 3) otettu mukaan tulosten tulkintaan. Syynä oli näytteen loppumi-
nen kesken, jolloin mittauksia ei voitu suorittaa kuin neljä. Mukaan otetuista kahden
näytteen mittaustuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin, joiden
tulokset on esitetty alla olevassa taulukossa 9.
TAULUKKO 8. Uusiutuvuusmittauksen tulokset.
Mittaus Näyte 1 Näyte 2 Mittaus Näyte 3
1 105 520 1 1190
2 161 555 2 1200
3 104 517 3 1050
4 169 598 4 1160
5 143 502 5 –
Ka 136,4 583,4
SD 30,61 38,57
CV % 22,44 7,16
TAULUKKO 9. Toistuvuus- ja uusittavuus-
                       näytteiden variaatiokertoimet.
Toistuvuus vs. Uusittavuus
Taso 1 Taso2
CVtot 21,85 14,04
Näyte 1 Näyte 2
CV % 22,44 7,16
Kun tuloksia (Näyte 1 ja Näyte 2) verrataan toistuvuuden mittauksista saatuihin koko-
naisvariaation tuloksiin (Taso 1 ja Taso 2),  voidaan  todeta,  että  menetelmä tuottaa  sa-
mankaltaisia tuloksia myös varsinaisella näytemateriaalilla eli plasmalla (Ks. taulukko
10). Keskitason (Taso 2) tulokset plasmanäytteellä olivat jopa paremmat verrattuna see-
rumiin. Menetelmän voidaan todeta tuottavan samankaltaisia tuloksia plasmalla ja see-
rumilla eli sen uusiutuvuuden olevan hyvä.
7.2.4 Tulosten yhteenveto
Triagen mittaustulosten luotettavuutta ei voida arvioida kokonaisuutena oikeellisuuden
mittaustuloksia pidettäessä ainoastaan tukea antavina. Toistettavuus oli sen sijaan hy-
väksyttävissä ja menetelmä toimii varsinaisella näytemateriaalillaan, plasmalla, yhtä
hyvin kuin validoinnissa käytetyllä seerumilla. Tästä huolimatta plasman tulisi olla en-
sisijainen mittauksissa käytetty näytemateriaali.
ELISA-menetelmä eivätkä käytetyt seeruminäytteet vastaa täydellisesti referenssille
asetettuja vaatimuksia, vaikka niitä sen suuntaisesti käytettiinkin. Huolimatta siitä, että
näytteet kerättiin Kirurgisen sairaalan laboratorion toimesta, niiden käsittelystä, säily-
tyksestä ja mittauksesta ei ole tarkkaa tietoa varsinaisessa tutkimuksessa. Pitkäaikaisen
säilytyksen vaikutuksia ei pystytä myöskään arvioimaan näytteiden laatuun. Näiden
tekijöiden vaikutusta kokonaiskuvaan voida arvioida ja siksi kaikki ELISA-
menetelmällä saadut tulokset toimivat ainoastaan suuntaa ja tukea antavina.
Menetelmävalidoinnin perusteella saadut tulokset Triage NGAL -testistä ovat hyväksyt-
täviä ja menetelmä sopii hyvin käyttötarkoitukseensa.
7.3 ARCHITECT immunokemiluminometrinen NGAL-määritys
7.3.1 Toistuvuus
Sekä sarjan sisäisen että sarjojen välisen toistuvuuden mittaustulokset ovat kokonaisuu-
dessaan liitteessä 3. Sarjan sisäisen toistuvuuden variaatiokerroin laskettiin Dahlbergin
menetelmällä. Toistuvuuden mittaustuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja vari-
aatiokerroin (Ks. taulukko 11). Sarjan sisäisen ja sarjojen välisten tulosten avulla lasket-
tiin kokonaisvariaatio (taulukossa 12). Alla olevissa taulukoissa on tulosten yhteenveto.
TAULUKKO 11. Sarjan sisäisen ja sarjojen välisten toistuvuusmittausten tulokset.
Sarjan sisäinen toistuvuus Sarjojen välinen toistuvuus
– Taso 1 Taso 2 Taso 3
n 21 20 20 20
Ka 464,22 19,71 191,78 1216,37
SD 31,89 1,07 4,99 21,27
CV % 6,87 5,4 2,6 1,7
TAULUKKO 12. Eritasoisten näytteiden kokonaisvariaatio.
Kokonaisvariaatio
Taso 1 Taso2 Taso 3
CVsis % 6,87 6,87 6,87
CVväl % 5,42 2,60 1,75
CVtot % 8,75 7,35 7,09
Laitevalmistajan tekemässä toistuvuuden tutkimuksessa kolmen tason kontrolleilla,
kaikkien näytteiden sisäiset ja kokonaisvariaatiot olivat < 5 %. Tässä validoinnissa saa-
duissa tuloksissa sisäinen variaatio oli < 6 CV % ja kokonaisvariaatio < 10 %. Vali-
doinissa saatuihin suurempiin tuloksiin on voinut vaikuttaa se, että sarjan sisäisessä va-
riaatiossa käytettiin potilasnäytteitä, siinä missä laitevalmistaja käytti konrolleja. Tulos-
ten perusteella voidaan todeta menetelmän toistuvuuden olevan hyvä.
7.3.2 Oikeellisuus
Oikeellisuus laskettiin vertaamalla valittujen samojen virtsanäytteiden tuloksia AR-
CHITECTin ja ELISAn sekä ARCHITECTin  ja ARCHITECT-pilotin välillä (Ks. liite
4). Tulokset laskettiin Analyze-it-ohjelmalla, josta valittiin  laskettavaksi halutut tilasto-
luvut (Ks. taulukko 13 ja 14) ja kuvaajat havainnollistamaan lukujen vertailua (Ks. ku-
vio 8 ja 9).
TAULUKKO 13. Oikeellisuustuloksista lasketut tilastolliset luvut
ELISA- ja ARCHITECT-menetelmien välillä.
U-NGAL
ELISA ARCHITECT
n 13 13
Ka 352 541
R² 0,76
Spearman 0,93
Bias % 73 %
Passing & Bablok fit y= 1,83x – 45,43
Regressioyhtälö y= 1,578x – 23,74
Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
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KUVIO 8. Passing & Bablok -kuvaaja ARCHITECTin ja ELISAn tuloksista.
TAULUKKO 14. Oikeellisuustuloksista lasketut tilastolliset luvut
pilottitutkimuksen ja validoinnin välillä.
U-NGAL
ARCHITECT-
pilotti
ARCHITECT-
validointi
n 20 20
Ka 512 460
R² 1,00
Bias % – 6,0 %
Passing & Bablok fit y= 0,87x + 6,39
Regressioyhtälö y= 0,8728x + 13,51
Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
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KUVIO 9. Passing & Bablok -kuvaaja validoinnin ja pilotin tuloksista.
Saatuja tuloksia oikeellisuudesta verrattiin samantyyliseen tutkimukseen, jossa oli tut-
kittu ARCHITECTin menetelmää ja verrattu sitä ELISAan (Grenier ym. 2009). Tutki-
muksessa (n=100) käytetyt näytteet olivat tuoreita ja tulokseksi saatiin Spearman
r=0,99) ja regressioyhtälöksi y= 0,93x + 4,2. Validoinnissa saadut tulokset eivät korre-
loineet ELISA-menetelmän välillä hyvin (R²=0,76), Spearman r=0,93.
Passing & Bablok -kuvaaja (Ks. kuvio 8) esittää validoinnissa tehdyn vertailun lopputu-
loksen havainnollisesti.
ARCHITECT validointinäytteiden ja pilottinäytteiden korrelaatio oli sen sijaan huomat-
tavasti erinomaisempi (R²=1,00). Jonkin verran poikkeavuutta (Bias -6 %) kuitenkin
ilmeni, johtuen korkean tason näytteiden tulosten laskusta. Tähän on saattanut vaikuttaa
näytteiden käsittely, tarkemmin sulattamiskertojen määrä. Passing & Bablok -kuvaaja
(Ks. kuvio 9) esittää tehdyn vertailun lopputuloksen havainnollisesti.
Oikeellisuus näiden tulosten valossa ei ole hyvä, mutta niitä pidettiin kuitenkin suuntaa
antavina referenssien puuttumisen takia.
7.3.3 Toteamisraja
Toteamisraja määritettiin mittaamalla tason 0 ja tason 1 vakiointiliuoksia haluttu kerta-
määrä. Tuloksista laskettiin kummankin mittauksen keskiarvo ja tason 0 vakion tulosten
keskihajonta. Tuloksista yhteenveto taulukossa 15.
TAULUKKO 15. Tulokset toteamisrajan
mittauksista.
Taso 0: Cal A
(0ng/ml)
RLU-arvo
Taso 1: Cal B
(10ng/ml)
RLU-arvo
1 352 4885
2 312 4713
3 361 4786
4 416 4678
5 541 –
6 395 –
7 478 –
8 420 –
9 444 –
10 323 –
Ka 404,2 4767
SD 71,42 –
LOD = 0,327391
Toteamisrajaksi saatiin 0,33ng/ml, joka laitevalmistajan vastaaviin tuloksiin verrattuna
(0,7–1,0 ng/ml) on oikein hyvä. Menetelmän toteamisrajan voidaan todeta olevan alhai-
nen ja menetelmän olevan kyvykäs mittaamaan NGALin pieniäkin pitoisuuksia.
7.3.4 Funktionaalinen herkkyys
Parametri määritettiin ”kevennettynä” versiona virallisesta funktionaalisen herkkyyden
määrityksestä. Mittausalueen alarajalla olevaa näytettä mitattiin 10 kertaa, josta lasket-
tiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin. Tulokset taulukossa 16.
TAULUKKO 16. Tulokset funktionaalisen
herkkyyden määrityksestä.
Määritys Näyte F
1 13,5
2 13,6
3 13,1
4 13,2
5 14,3
6 13,5
7 14,2
8 14,2
9 13
10 13,7
Ka 13,63
SD 0,471522
CV % 3,46
Tuloksen perusteella mittauksen luotettavuus mittausalueen alarajalla on hyvä keskiha-
jonnan (SD) ollessa 0,5 ja variaatiokertoimen (CV %) ollessa 3,46. Menetelmän funk-
tionaalisen herkkyyden voidaan todeta olevan hyvä eli menetelmä mittaa toistettavasti
matalia analyytin pitoisuuksia hyvin ja luotettavasti.
7.3.5 Lineaarisuus ja mittausalue
Lineaarisuus tutkittiin kolmella eri pitoisuutta edustavalla näytteellä (Taso 1, Taso 2 ja
Taso 3), laimentamalla ne manuaalisesti, jolloin lineaarisuuden tutkimiseen saatiin kuut-
ta eri pistettä edustavat tulokset. Laimentamattoman näytetuloksen avulla voitiin laskea
jokaisen laimennoksen oletettava tulos jakamalla lähtöarvo kullakin laimennoskertoi-
mella, jolloin saatua ns. oletustulosta voitiin verrata analysaattorin antamiin mittaustu-
loksiin. Analysaattorin antamat mittaustulokset kerrottiin laimennoskertoimellaan, jon-
ka jälkeen jokaisesta näytteestä laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin
(Ks. liite 5). Tulokset syötettiin Analyze-it-ohjelmaan, jonka avulla laskettiin jokaiselle
näytteelle regressiosuorat (Ks. kuvio 10, 11 ja 12) Taulukossa 17 on yhteenveto lineaa-
risuusmittausten tilastollisista tunnusluvuista ja piirrettyjen suorien yhtälöistä.
TAULUKKO 17. Lineaarisuusmittauksen tulosten tilastolliset luvut ja yhtälöt.
Taso 1 Taso 2 Taso 3
ng/ml 113,6 705,9 1469,6
Ka 109,1 721,1 1530,5
SD 3,6 27,2 86,6
CV % 3,3 3,8 5,7
R² 1,0 1,0 1,0
Lineaarisuusyhtälö  y= 0,9863x –1,425 y=1,0070x + 2,318 y=0,9726x +29,98
KUVIO 10. Taso 1 -näytteen lineaarisuuskuvaaja.
KUVIO 11. Taso 2 -näytteen lineaarisuuskuvaaja.
KUVIO 12. Taso 3 -näytteen lineaarisuuskuvaaja.
Kaikkien tasojen näytteistä lasketut regressiosuorat osoittavat erinomaista lineaarisuutta
läpi koko mittausalueen (R²=1,0). Tulosten perusteella voidaan sanoa menetelmän ole-
van lineaarinen koko mittausalueella, jonka laitevalmistaja on ilmoittanut. Näillä perus-
teilla ilmoitettu mittausalue hyväksyttiin käyttöön.
7.3.6 Automaattilaimennoksen verifiointi
Verifiointi tehtiin laitevalmistajan esimerkkiä noudattaen, varsinaista ohjeistusta sovel-
taen. Mitattiin manuaalisesti laimennettuja (ML) näytteitä kolmen sarjana ja samoista
näytteistä laimentamattomia otoksia, jolloin analysaattori laimensi ne automaattisesti
(AL). Tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta, variaatiokerroin ja keskiarvotulos-
ten perusteella tulosten välinen ero %. Mittausten tulokset laskuineen liitteessä 6. Yh-
teenveto tuloksista taulukossa 18.
TAULUKKO 18. Tulosten yhteenveto automaattilaimennoksen
verifioinnista.
ML Ka AL Ka Ero %
Näyte 1 2363,3 2496,7 5,6
Näyte 2 2675,7 2824,6 5,6
Näyte 3 3487,6 3607,9 3,5
Näyte 4 5094,0 5532,1 8,6
Analysaattorin automaattilaimennusprotokolla on suunniteltu niin, että se tuottaa näyte-
konsentraatioiden keskiarvoissa ? 10 % erotuksen verrattuna manuaalisesti laimennet-
tuihin näytteisiin. Kaikkien mitattujen näytteiden keskiarvon erotusprosentit olivat sel-
västi alle 10 %, jolloin voidaan sanoa, että automaattilaimennosprotokolla toimii laite-
valmistajan ilmoittamalla tavalla.
7.3.7 Yhteenveto tuloksista
ARCHITECT-analysaattorin mittaustulosten luotettavuuden arviointi jää kokonaisuu-
dessaan oikeellisuuden perusteella puutteelliseksi. Oikeellisuuden tuloksia voi pitää
ainoastaan suuntaa antavina. Toistuvuus sen sijaan tuotti tilastollisesti hyviä tuloksia,
jotka antavat vahvistuksen menetelmän täsmällisyydestä. Menetelmän suorituskyvyn
katsottiin muuten tuottavan kautta linjan hyviä tuloksia, joihin perustuen voitiin luottaa
siihen, että menetelmä toimii.
ELISA-menetelmä eivätkä käytetyt virtsanäytteet vastaa täydellisesti referenssille ase-
tettuja vaatimuksia, vaikka niitä sen suuntaisesti käytettiinkin. Huolimatta siitä, että
näytteet kerättiin Kirurgisen sairaalan laboratorion toimesta, niiden käsittelystä, säily-
tyksestä ja mittauksesta ei ole tarkkaa tietoa varsinaisessa tutkimuksessa. Pitkäaikaisen
säilytyksen vaikutuksia ja useamman pakastus-sulatus-syklin vaikutusta ei pystytä
myöskään arvioimaan näytteiden laatuun. Näiden tekijöiden vaikutusta kokonaiskuvaan
voida arvioida ja siksi kaikki ELISA-menetelmällä saadut tulokset toimivat ainoastaan
suuntaa ja tukea antavina.
Menetelmävalidoinnista saadut tulokset on hyväksyttäviä ja ARCHITECT NGAL -
määritys sopii hyvin käyttötarkoitukseensa.
8 POHDINTA
Menetelmävalidointi prosessina kietoutuu hyvin pitkälti luotettavien vertailukohtien
olemassaoloon, joiden avulla todennetaan menetelmän tuottavan oikeita tuloksia.  Tänä
päivänä tavallisen analyysilaboratorion osa on helppo, sillä laitevalmistajat, menetelmiä
kehittäessään, todentavat ja validoivat niitä varsin laajasti ennen markkinoille lansee-
raamista. Usein tavallisissa laboratorion validoinneissa on kyse siirtymisestä laitteesta
tai menetelmästä toiseen, jolloin pystytään hyvin yksinkertaisesti luottamaan jo aiem-
min tunnettuun menetelmään. Haastavamman tilanteen luo täysin uuden analyytin mää-
rityksen käyttöönotto. Vaikka mittausmenetelmä olisi jo olemassa, vertailuun käytettävä
materiaali voi olla hankalammin saatavilla. Viralliset vertailukohteet, referenssit, ovat
asiaan paneutuneiden kansainvälisten organisaatioiden takana, jotka saattavat olla kehi-
tyksestä askeleen jäljessä. Tilanteessa, jossa halutaan olla kehityksessä mukana, mutta
täyttää kutenkin laboratorion perusvaatimukset luotettavien tulosten tuottamisesta, täy-
tyy menetelmiä käyttöön otettaessa löytää tasapaino näiden kahden välillä.
Kirurgisen sairaalan laboratorion menetelmävalidointien lähtökohdat olivat edellä mai-
nitulla tavalla haastavat. Haluttiin olla maailmanlaajuisesti ensimmäisten joukossa ot-
tamassa uutta merkittävää munuaisvaurion biomerkkiainetta käyttöön. NGALin määrit-
tämiseksi hankittiin ainoat tarjolla olevat menetelmät, mutta viralliset referenssit näille
puuttuivat. Käytössä oli laitevalmistajien tuottaman informaation lisäksi vain sitä, mitä
harvoissa tutkimuksissa näistä laitteista oli saatu selville. Jouduttiin ”tyytymään” siihen
mitä oli tarjolla. Näistä huolimatta, menetelmien validointia lähdettiin suorittamaan
HUSLABin normaalin ohjeistuksen mukaan, luottaen tulevaan.
Lupa käyttää aiemmin kerättyä ELISA-NGAL-määritettyä materiaalia selvitti osan on-
gelmaa, kun tiedettiin, että ELISA-menetelmä oli ollut muiden tutkimusten, myös laite-
valmistajien vertailumenetelmänä, vaikkei virallisesti sellaiseksi ole tunnustettu. Muu
näytemateriaali oli helposti saatavissa laitevalmistajilta.
Menetelmävalidoinnit sujuivat ilman suuria ongelmia, ennen kuin tuloksia lähdettiin
tulkitsemaan. Oikeellisuutta eli tulosten tarkkuutta arvioitaessa, huomattiin tulosten ole-
van molempien menetelmien suhteen huonommat kuin oletettiin. Lähdettiin pohtimaan
mahdollisia syitä ja kun verrattiin saatuja tuloksia tutkimusten vastaaviin, oletettiin vian
olevan todennäköisesti materiaalissa ja sen pitkäaikaisessa säilytyksessä. Myöskään
tietoa ei sen aiemmasta käsittelystä ja tulosten mittaamisesta ei ollut. Menetelmä eikä
materiaali muutenkaan täyttänyt varsinaisesti referensseille asetettuja vaatimuksia, jol-
loin tuloksiin suhtauduttiin suuntaa antavina.
Muut mittaukset ja validointiparametrien määritykset olivat helposti tulkittavissa. Paljon
luotettiin  myös laitevalmistajien tekemiin testauksiin ja ilmoitettuihin oletuksiin suori-
tuskyvystä, mikä on aivan sallittua ja käytännöllisistä sekä kustannuksellisista lähtöko-
dista jopa suotavaa.
Huolimatta eteen tulleista töyssyistä, menetelmät hyväksyttiin käyttöön, koska tulosten
valossa ei nähty syytä, mikseivät ne olisi toimineet. Vaikka odottamattomia, jopa huo-
noja, tuloksia saatiin, niille voitiin huoletta antaa pienempi painoarvo, kun pystyttiin
nimeämään näihin mahdollisesti vaikuttaneet tekijät ja todeta lähtökohtien riittämättä-
myys. Tänä päivänä laitevalmistajilla on jo taloudellisista syistä, laboratoriomaailman
luotettavuuden peruslähtökohtien lisäksi, velvollisuus tuottaa toimivia tuotteita. Toimi-
vuus on kuitenkin hyvä tarkistaa laboratorikohtaisella validoinnilla, olivat lähtöasetel-
mat mitkä tahansa.
Kehitys ei mene eteenpäin, ellei sitä viedä eteenpäin. Ne, jotka kohtaavat ensivaikeudet,
helpottavat tien kulkemista niille, jotka tulevat perässä.  Kirurgisen sairaalan laboratorio
tulee varmasti toimimaan suunnanantajana muille laboratorioille Suomessa. Kunhan
NGALin määritys yleistyy myös laboratorion omien menetelmien luotettavuutta ja tu-
losten oikeellisuutta voidaan edelleen parantaa ja tarkistaa, kun vertailukohteita tulee
lisää ja referenssitkin saavat kehityksestä kiinni.
8.1 Luotettavuuden arviointi
Suurimmat luottamuskysymykset validoinnissa liittyivät käytettyihin ELISA-
menetelmällä määritettyihin näytteisiin ja niiden säilytyksen tuomiin epävarmuusteki-
jöihin. Kaikki laboratorion menetelmävalidoinnin aikaan suoritettu käsittely tapahtui
laitevalmistajien ohjeistuksen mukaan. Säilyvyyden vaikutuksiin ei voitu enää puuttua,
eikä sen oletettu vaikuttavan näytteiden pitoisuuksiin. Nämäkin kysymykset heräsivät
vasta kun mittaukset oli tehty.
Validointinäytteiden mittausten suorittamiseen liittyvissä luotettavuuskysymyksissä en
voi ottaa vastuuta tai kantaa kuin omalta osaltani, ARCHITECT NGAL-määrityksen
parissa. Olin työskennellyt analysaattorilla aiemmin kesätöissä ja harjoittelun yhteydes-
sä, jolloin luotin omiin kykyihini sekä käyttää laitetta, että noudattaa annettuja ohjeita.
Triage NGAL -testiä validoivat kokeneet laboratorion työntekijät, eikä heidän taitojansa
ole syytä epäillä.
Saadut tulokset käsitteli, laski ja virallisesti tulkitsi validoinnin vastuuhenkilö eli labora-
torion kemisti, jonka ammattitaitoa ei ole myöskään aihetta epäillä. Kaiken kaikkiaan
menetelmävalidoinnin voidaan sanoa olevan toteutettu niin luotettavalla tavalla kun
tilanteessa oli mahdollisuus.
8.2 Opinnäytetyön prosessi
Opinnäytetyön prosessi kokonaisuutena on ollut haastava. Se lähti käyntiin normaalista
poikkeavalla tavalla, kun työskentelyosuus suoritettiin jo syksyn aikana ja vasta sen
jälkeen lähdin työstämään teoriaosuutta. Tämän mahdollisti aiempi henkilökohtainen
kokemus ARCHITECT-analysaattorista. En tiennyt juuri mitään syvällisempää mene-
telmävalidoinnista ja siihen kiinni pääseminen on ollut useiden tuntien ja kirjansivujen
takana. Luulen, että olisi ollut helpompaa suorittaa työ päinvastaisessa järjestyksessä
kun nyt tapahtui. Tämä ei ollut kuitenkaan mahdollista työelämän asettamien aikataulu-
jen takia.
Vaikka prosessi on ollut haastava, voin ainakin sanoa, että olen oppinut menetelmävali-
doinnista käytännössä ja teoriasta enemmän kuin olisin koskaan voinut kuvitella ja
usein vielä kantapään kautta. Alkuun etäiseltä ja hankalalta tuntunut aihe ei loppujen
lopuksi kuitenkaan ollut niin vaikea, kun ymmärrys asiaan kohtaan kasvoi, termit tulivat
tutuiksi niin suomeksi kuin englanniksikin. Voin ehdottomasti sanoa tämän työn kehit-
täneen minua tulevaan ammattiini.
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LIITE 1
TRIAGE TOISTUVUUSMITTAUKSET
Sarjan sisäinen toistuvuus Sarjojen välinen toistuvuus
Näyte Tulos 1 Tulos 2
1 396 317
2 232 254
3 101 106
4 280 230
5 125 147
6 128 107
7 345 321
8 154 158
9 222 220
10 185 219
11 625 640
12 186 124
13 549 550
14 426 475
15 249 279
16 899 784
17 940 797
18 447 380
19 694 678
20 1030 1070
21 641 659
22 220 223
23 767 673
24 224 277
25 141 124
26 208 289
27 175 159
Mittaus taso 1 taso 2
1 120 616
2 79 597
3 127 584
4 89 595
5 90 735
6 118 511
7 95 614
8 142 514
9 115 534
10 122 578
11 99 701
12 142 561
13 94 509
14 104 555
15 109 647
16 138 596
17 107 587
18 108 557
19 142 555
20 167 557
LIITE 2
TRIAGE OIKEELLISUUSMITTAUKSET
Triage NGAL vs. ELISA NGAL
Näyte S-NGAL
Triage
S-NGAL
Elisa
1 447 502
2 220 253
3 227 263
4 125 193
5 154 119
6 899 614
7 694 603
8 426 449
9 222 289
10 1030 639
11 767 700
12 549 420
13 280 298
14 345 398
15 940 661
16 625 603
17 396 410
18 232 354
19 185 194
20 641 758
21 249 213
22 186 123
23 128 158
24 101 62
25 140 44
26 224 93
27 141 76
28 208 61
29 175 61
LIITE 3
ARCHITECT TOISTUVUUSMITTAUKSET
Sarjan sisäinen toistuvuus Sarjojen välinen toistuvuus
Näyte Tulos 1 Tulos 2
1 14,9 15
2 26,4 26,1
3 49,3 45,2
4 56,5 60,9
5 68,7 69,1
6 72,6 77,3
7 105,9 97,8
8 131,5 127,1
9 205,7 195,1
10 308 276,8
11 403,4 402,1
12 465 496,3
13 534,1 657,5
14 686,7 691,1
15 784,9 720,8
16 869,9 902,7
17 971,9 977,7
18 1011,7 1058,8
19 497,1 533,6
20 1181,5 1081,8
21 1309,8 1228,9
Mittaus Taso 1 Taso 2 Taso 3
1 18,7 190,1 1167,1
2 20,2 200,0 1242,8
3 20,0 186,0 1190,2
4 21,0 191,3 1238,0
5 21,4 194,0 1240,6
6 18,0 204,3 1255,9
7 19,3 185,6 1236,3
8 22,3 189,2 1226,2
9 19,5 190,7 1230,4
10 20,8 187,5 1206,7
11 18,5 192,8 1200,9
12 19,8 197,2 1197,0
13 19,4 189,8 1216,2
14 18,4 191,1 1205,1
15 19,4 184,8 1220,8
16 19,6 192,7 1194,3
17 20,3 197,0 1217,8
18 19,0 186,3 1206,9
19 19,0 192,3 1221,7
20 19,6 192,8 1212,5
LIITE 4
ARCHITECT OIKEELLISUUSMITTAUKSET
ARCHITECT  NGALvs. ELISA NGAL         ARCHITECT vs. ARCHITECT-pilotti
Näyte U-NGAL
Elisa
 U-NGAL
ARCHITECT
1 642,00 1131,65
2 571,19 1269,35
3 7,00 14,95
4 516,00 480,65
5 34,00 68,9
6 138,00 101,85
7 44,00 74,95
8 563,00 752,85
9 441,00 595,8
10 342,00 292,4
11 429,00 402,75
12 46,00 200,4
13 453,61 974,8
Näyte U-NGAL U-NGAL  -pilotti
1 15 13,2
2 26,1 28,0
3 45,2 48,1
4 60,9 57,5
5 69,1 68,9
6 77,3 73,7
7 97,8 98,4
8 127,1 140,9
9 195,1 245,6
10 276,8 329,3
11 402,1 413,7
12 496,3 506,5
13 657,5 682,1
14 691,1 729,6
15 720,8 834,6
16 902,7 987,3
17 977,7 1062,9
18 1058,8 1208,3
19 1081,8 1270,3
20 1228,9 1441,4
LIITE 5
ARCHITECT LINEAARISUUSMITTAUKSET
Taso 1
Laims Kerroin Laskettu
arvo
Mittaustulos Kerrottu tulos
1 1 113,6 113,6 113,6
0,8 1,25 90,88 86 107,5
0,6 1,667 68,16 64,4 107,4
0,4 2,5 45,44 41,7 104,3 Ka 109,1
0,2 5 22,72 21,8 109,0 SD 3,6
0,1 10 11,36 11,3 113,0 CV % 3,3
Taso 2
Laims Kerroin Laskettu
arvo
Mittaustulos Kerrottu tulos
1 1 705,9 705,9 705,9
0,8 1,25 564,72 579,5 724,4
0,6 1,667 423,54 434,1 723,6
0,4 2,5 282,36 280,7 701,8 Ka 721,1
0,2 5 141,18 139,8 699,0 SD 27,2
0,1 10 70,59 77,2 772,0 CV % 3,8
Taso 3
Laims Kerroin Laskettu
arvo
Mittaustulos Kerrottu tulos
1 1 1469,6 1469,6 1469,6
0,8 1,25 1175,68 1144,7 1430,9
0,6 1,667 881,76 906,2 1510,6
0,4 2,5 587,84 609 1522,5 Ka 1530,5
0,2 5 293,92 314,3 1571,5 SD 86,6
0,1 10 146,96 167,8 1678,0 CV% 5,7
LIITE 6
ARCHITECT AUTOMAATTILAIMENNOKSEN VERIFIOINTI
Manuaalilaimennus 1:4; ML (analysaattorin tulokset)
Näyte 1 Näyte 2 Näyte 3 Näyte 4
1 580,6 654,5 828,6 1261
2 602,6 674,1 875,6 1296,7
3 589,3 678,2 911,5 1262,8
Manuaalilaimennus ML, todelliset tulokset(x4 analysaattorin
tulos)
Näyte 1 Näyte 2 Näyte 3 Näyte 4
1 2322,4 2618 3314,4 5044
2 2410,4 2696,4 3502,4 5186,8
3 2357,2 2712,8 3646 5051,2
Ka 2363,3 2675,7 3487,6 5094,0
SD 44,3 50,7 166,3 80,4
CV% 1,9 1,9 4,8 1,6
Automaattilaimennus 1:4; AL
Näyte 1 Näyte 2 Näyte 3 Näyte 4
1 2575,6 2808,2 3588,8 5710
2 2436,3 2890,4 3638,3 5471,5
3 2478,3 2775,2 3596,7 5414,8
Ka 2496,6 2824,6 3607,9 5532,1
SD 71,5 59,3 26,6 156,1
CV% 2,9 2,1 0,7 2,8
